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VORWORT 


Der Stickstoff macht nur rund 1 Prozent des Bierextraktes dus, tritt 
also quantitativ gegeniiber Kohlehydraten, Alkohol und anderen 
Stoffen stark in den Hintergrund. Aber trotz dieser Tatsache spielen 
hoher und niedriger molekulare Stickstoffverbindungen im Bier ftir 
~dessen Eigenschaften eine tiber ihre Quantitaét weit hinausgehende 
Rolle, die z. B. fiir Vollmundigkeit und Schaumhaltigkeit eine giin- 
stige, fur die physikalisch-chemische Stabilitét unter Umstanden 
eine recht ungtinstige sein kann. 

Die Erkenntnis der Bedeutung der Stickstoffsubstanzen fiir die 
Eigenschaften des Bieres wurde im Laufe dieses Jahrhunderts durch 
eine groBe Anzahl wissenschaftlicher und technologischer Studien 
und Versuche in fortschreitendem Mae ausgebaut und gefestigt, 
wobei es nicht ausblieb, daf die Meinungen oft heftig einander 
widersprachen. Es sei nur an die in den ersten beiden Jahrzehnten 
unseres Jahrhunderts die Gemiiter eifrig beschaftigende ,,EiweiB- 
frage“ erinnert. - 

Mit der Vervollkommnung chemischer, physikalisch-chemischer und 
kolloidchemischer Arbeitsmethoden auf dem Gebiete der Proteine 
ist allmahlich eine Beruhigung eingetreten. Die Probleme wurden 
scharfer umrissen und klarer gestellt. Ihre Lésung hat gerade in 
den letzten Jahren hauptsdchlich durch die unermiidliche Arbeit 
auslahdischer Forscher derartige Fortschritte gemacht, da die 
,Hiweibfrage in groBen Ztigen heute deutlich zu tberblicken ist 
und nur noch einige Spezialgebiete einer griindlichen Bearbeitung 
harren. 

Bei dieser Sachlage erschien es gerechtfertigt und auch wiinschens- 
wert, in Form einer Monographie den Werdegang der Proteine von 
der Gerste iiber Malzerei und Sudhaus, durch Gar- und Lagerkeller 
bis zum fertigen Bier darzustellen. Damit soll dem Leser die Még- 
lichkeit geboten werden, das interessante und fiir die Praxis wich- 
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tige Teilgebiet der Brauerei, das in der Literatur des In- und Aus- 
landes weit verstreut und manchmal schwer zuganglich ist, einer- 
seits zusammengefa8Bt vorzufinden und andererseits durch Verfol- 
gung einer einheitlichen Linie durch die Vielheit des angesamme!- 
ten Materials, itiber das der Einzelne nur bei eingehendem Studium 
sich ein klares Urteil zu bilden vermag, sich hindurchgeleitet zu 
fiihlen. ot ef 
Dem eigentlichen das gestellte Thema behandelnde Teil hat der 
Verfasser einen allgemeinen Teil vorangestellt, in welchem er den 
Leser mit den Proteinen von verschiedenen Gesichtspunkten aus 
vertraut zu machen sucht und damit ein leichteres Verstaéndnis fir 
vieles, im besonderen Teil Gebrachtes zu schaffen hofft. 

Moge das vorliegende Buch Interesse bei den Fachkreisen finden 
und ihnen auch fir ihre praktische Arbeit ein Ratgeber sein. 


Oberhof/Rottach-Egern 


Der Verfasser. 


Inhaltstibersicht 
I. Teil: Allgemeines tiber Proteine. 


. Eigenschaften und Beschreibung des Proteine. 


1. Definition und Bedeutung — 2. Eigénschaften — 3. Elemen- 
tare Zusammensetzung und Bestimmung — 4. Fallungsreak- 
tionen — 5, Farbreaktionen — 6. Denaturierung. 

. Die Hydrolyse der Proteine. 

1. Totalhydrolyse mit Sduren oder Alkalien — 2. Hydrolyse der 
Proteine durch Enzyme. 

. Konstitution der Proteine. 

1.Die Verkniipfung der Aminosaduren, die Peptidbindung -— 

2. GesetzmaBigkeiten in dereAnordnung der Aminosduren. 


. Proteine als hochmolekulare Stoffe. 

1. Bindungskrafte im Proteinmolekiihl — 2. Physikalische Che- 
mie, Molekulargewicht (Teilchengroéfe) — 3. Elektrolytische 
Dissoziation — 4. Sdure- und Basenbindung — 5. Verhalten 
der Proteine im elektrischen Strom. 


. Proteine als Kolloidelektrolyte. 


1. Donnangleichgewicht und Membranpotentiale — 2. Osmoti- 
scher Druck — 3. Viscositét — 4. Quellung — 5. Proteine und 
Neutralsalze — 6. Proteinkomplexe — 7. Zusammenfassung: 


Theorie der Elektrolytwirkung auf Proteine. 


. Einteilung der Proteine. 

1. Einfache Proteine 
a) Albumine, b) Globuline, c) Prolamine, d) Protamine und 
Histone, e) Gertistproteine. 


2. Zusammengesetzte Proteine oder Proteide . 
a) Phosphorproteide, b) Nucleoproteide, c) Glycoproteide, 
d) Chromoproteide. 
Literatur zum allgemeinen Teil. 


Il. Teil: Die Proteine im Werdegang des Bieres. 


A. Rohmaterialien. 


a) Die Gerste. 
1. Die Proteinindividuen und ihre Charakterisierung. 2. Ver- 
teilung der Proteine im Korn; quantitative Verhaltnisse. 
3. Proteingehalt und Eigenschaften des Gerstenkornes. 4. Pro- 
teingehalt und Sorteneigenschaften; Boden, auBere Faktoren. 
5. Proteine bei der Reifung und Keimreife der Gerste. 

b) Hopfen. 

. Malzerei. 

a) Weiche 

b) Keimung 
1. Die proteolytischen Enzyme der keimenden Gerste. 2. Der 
EiweiBabbau beim Malzen. 3. Die Beurteilung der Protein- 
losung. 

c) Darren 
1. Veranderungen der Stickstoffverbindungen beim Darren. 
2. Die Melanoidinreaktion. 3. Proteolytische Enzyme, Disper- 
sitatsgrad der Proteine und Ausdarrungsgrad. 4. Malzkeime. 

d) Spezialmalze 

. Sudhaus. 

a) MaischprozeB ; 
1. Allgemeines tiber den EiweiBabbau. 2. Stickstoffdifferen- 
zierungsmethoden. 3. Der Proteinabbau beim Maischen. 

b) Ablautern; Treber 

ec) Wtirzekochen ‘ 


_1. Koagulation der Proteine. 2. Eiwei8 und Gerbstoff. 3. Ei- 


wei und Hopfenbitterstoffe, 4. Wurzekochen und Melanoidin- 
reaktion. ; 


d) Ktihlen der Wiirze 


1. Aufnahme von Sauerstoff. 2. Trubabscheidung (Kiihltrub- 
Kaltetriibung). | | 


e) Zusammensetzung der Wiirze 


D. Die Garung 


a) Allgemeines tiber die Bedeutungdes Stick- 
stoffsftirden Stoffwechsel der Hefe. 
1. Die Stickstoffquellen und ihre Assimilierbarkeit. 2. Wuchs- 
stoffe. 3. Stickstoffaufnahme durch die Hefe; Einflu& der N- 

~~ Konzentration. 

b) DieGarunginderPraxis. 
1. Die Stickstoffverhaltnisse bei der Garung. 2. Deckenbildung, 
kolloide Ausscheidungen. 3. SAaurezunahme bei der Garung: 
Ester, hohere Alkohole. 4. Degenerierung und Regenerierung 
der Hefe; anormale Garung. 5. Lagerung des Bieres. 6. Fil- 
tration. 


E. Das fertige Bier. 
a) EiweiBtriibungen, 
1. Reine EiweiBtribung. 2. Kaltetribung. 3. Oxydations-~ 
trubung. 4. MetalleiweiStriibung. 
b) Schaumhaltigkeit, Vollmundigkeit. 
c)Zusammensetzung des Bieres. 


Anhang. Proteine und Stickstoffverbindungender 
Hefe. 


Literaturverzeichnis. 


ly Teils 


Allgemeines iiber Proteine 
A. Eigenschaften und Beschreibung der Proteine 
1. Definition und Bedeutung. 


Die Proteine stellen weitaus die wichtigste materielle Grundlage 
alles pflanzlichen und tierischen Lebens dar. Aus dieser Erkenntnis 
heraus erhielten sie ihren Namen Proteine vom _ griechischen 
xowtevery d.h. den ersten Platz einnehmen. Die ebenfalls gebrauch- 
liche Bezeichnung EiweiSstoffe oder kurzweg EiweiB leitet sich vom 
WeiBen des Hiihnereies ab, das seit langer Zeit als Prototyp der 
ganzen Klasse angesehen wurde. 

Als Trager prosthetischer Gruppen in den Enzymen nehmen die 
Proteine am Geschehen des Lebens jeder einzelnen Zelle entschei- 
denden Anteil. Die Gene als Trager der Erbfaktoren in den Chromo- 
somen sind im wesentlichen Proteine, die Virusarten als Vertreter 
submikroscopischer Lebenseinheiten stellen Riesenmolekitile von 
Proteinnatur dar. Mit diesen wenigen Tatsachen mag die groBe bio- 
logische Bedeutung der Proteine geniigend angedeutet sein und es 
wird damit auch verstandlich, warum unter den Hauptnahrungs- 
stoffen: Kohlehydrate, Fette und Proteine den letzteren eine tiber- 
ragende Bedeutung ftir den Stoffwechsel des Organismus zukommt. 


2.Eigenschaften. 


Die Proteine sind organisch-chemische Verbindungen von sehr hohem 
Molekulargewicht und gehéren wie Starke, Glycogen, Cellulose, 
Gummikérper u.a. zu den hochpolymeren Naturstoffen. An ihrem 
* Aufbau sind immer Kohlenstoff, Wasserstoff, Sauerstoff. und Stick- 
stoff, meist auch Schwefel, in manchen Fallen auch Phosphor und 
seltener andere Elemente beteiligt. 
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Entsprechend ihrem hohen Molekulargewicht sind die EiweiBstoffe 
Kolloide und treten dementsprechend im Organismus, wenn sie lés- 
lich sind als Sole, wenn unléslich als Gele auf. Der kolloide Zu- 
stand bedingt auch, da sie nur ein sehr geringes Diffusionsver- 
mogen besitzen und durch tierische Membranen kaum merklich, 
durch kiinstliche Pergamentmembranen itiberhaupt nicht zu wandern 
-vermogen. Da die Proteine organische Gruppen tragen, welche der 
elektrolytischen Dissoziation fahig sind z.B. Amino (NH2—) und 
Carboxyl (COOH —) Gruppen, besitzen sie in wdasseriger Lésung 
elektrische Ladung, die je nach der Art des umgebenden Milieus 
nach Starke und Vorzeichen verschieden sein kann. Mit der elek- 
trischen Ladung hangt auch die Quellbarkeit oder Hydratation der — 
Proteine zusammen. Ladung und damit Quellung sind sehr leicht 
von physikalischen und chemischen Milieufaktoren beeinfluBbar, 
woraus sich die auf erst leichte Veradnderlichkeit der Erscheinungs- 
formen und der Stabilitat von Proteinen in Lésung erklart. 

In trockenem, festen Zustand sind die meisten Proteine amorph, — 
einige wurden auch in kristallisiertem Zustand aus den Lésungen 
erhalten, wobei zwischen den tiblichen Kristallen der anorganischen 
. und organischen Substanzen und den Proteinkristallen der Unter- 
schied besteht, daB die letzteren in Wasser Quellungserscheinungen 
zeigen und kein Linienr6ntgenogramm besitzen. Sie zeigen also nur 
die auBere Erscheinungsform der Kristalle, sind ihrer Struktur nach 
aber als amorph anzusprechen. 

In ihren Lo6slichkeitseigenschaften zeigen die Proteine sehr groBe 
Verschiedenheiten. Es gibt solche, welche in reinem destilliertem 
Wasser loslich sind (Albumine), solche, welche in Wasser erst bei 
Gegenwart bestimmter Neutralsalzkonzentrationen ldslich werden 
und beim Wegdialysieren der Salze sich wieder unléslich abscheiden 
(Globuline). Andere lésen sich weder in Wasser noch in Salzlosun- 
gen, dagegen in verdtinnten Alkalien oder Sauren (Glutelin, Casein). 
Eine in den Cerealien vorkommende Gruppe von Proteinen, die 
Prolamine sind dadurch ausgezeichnet, daB sie in etwa 70%igem 
Alkohol gut léslich sind, dagegen beim Verdtinnen oder Konzen- 
trieren sich unldslich abscheiden. SchlieBlich gibt es auch Proteine 
z. B. die Skleroproteine (Horn, Nagel, Haare), welche normalerweise 
unléslich sind und erst durch energisch wirkende chemische Agen- 
tien z.B. starkere Saduren oder Alkalien in der Hitze, dann aller- 
dings unter tiefgreifendem Abbau (Hydrolyse) in Lésung gebracht 
werden k6énnen. 

Von sonstigen Eigenschaften der Proteine sind noch zu erwahnen: 
ihre optische Aktivitat, die bei allen Proteinen durch eine mehr oder 
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minder groBe Linksdrehung charakterisiert ist. Ferner ihr Licht- 
absorptionsvermégen, das jedoch erst im ultravioletten Bereich 
charakteristische Absorptionsbanden aufweist. Und schlieBlich die 
Fahigkeit vieler léslicher Proteine, die Oberflachenspannung Zu er- 
niedrigen, womit das Vermogen der Schaumbildung und der Bil- 
dung der verschiedensten Adsorptionsverbindungen von Eiweifb- 
lésungen zum Teil seine Erklarung findet. ; 


3. Elementare Zusammensetzung u. Bestimmung. 
Die elementare Zusammensetzung der Proteine ist im allgemeinen 
nur geringen Schwankungen ausgesetzt, wie folgende Ubersicht 
zeigt: 


Kohlenstoff 49.83 bis 54,31 % 
Wasserstoff 6,65.2 547,702 
Stickstoff 15,00 ,,: 18,88 % 
Schwefel 0.78324. 1 2,eD oe 
Phosphor 0,85 ,, 0,88 % 


Die pfianzlichen Proteine der gleichen Gruppe z.B. Albumine ent- 
halten jeweils 1—2% Stickstoff mehr als die tierischen. 

Der durchschnittliche Stickstoffgehalt der Proteine liegt bei 16,0%. » 
Aus diesem Grunde ist man auch dahin Ubereingekommen, die Pro- 
teine quantitativ derart zu bestimmen, da man den analytisch er- 
mittelten Stickstoffgehalt mit dem Faktor 6,25 = 1/16 multipliziert. 
Man muB sich jedoch immer dartiber im Klaren sein, daB man damit 
mehrfathe Fehler und Ungenauigkeiten begeht, insoferne als der 
Stickstoffgehalt der Proteine eben nicht genau 16% betragt und fer- 
ner in proteinhaltigen Naturprodukten immer ein mehr oder weni- 
ger groBer Teil des Stickstoffs nicht als Proteinstickstoff vorliegt. 
Deshalb pflegt man den durch Multiplikation des gefundenen Stick- 
stoffgehaltes mit 6,25 erhaltenen Proteingehalt zweckmabig als ,,Roh- 
protein“ zu bezeichnen. | 
Die analytische Ermittlung des Proteinstickstoffs erfolgt nach der 
allbekannten Kjeldahl’ schen nassen Verbrennungsmethode mit 
Hilfe konzentrierter Schwefelsdure und Katalysatoren, wobei der 
Stickstoff zum Ammoniak reduziert wird, welch letzteres nach Uber- 


Pape aus alkalischer Lésung sich maBanalytisch bestimmen 
aBt. 


4.Fallungsreaktionen. 


a Proteine lassen sich aus ihren Lésungen durch verschiedene Fal- 
eames: herausfallen z. B. durch organische mit Wasser mischbare 
osungsmittel, wie Alkohol, Azeton, Dioxan. Die Wirkung solcher 
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Lésungsmittel z. B. des Alkohols kann als eine Dehydratisierung 
der Proteinmolektile gedeutet werden, wobei losungsvermittelnde 
und stabilisierende Wassermolektile dem Protein vom Alkohol, der 
sich selbst sehr stark zu hydratisieren bestrebt ist, entzogen werden. 
Wird die Fallung des Proteins mit Alkohol sehr rasch vom Alkohol 
befreit und wieder in Wasser gelodst, so gelingt es meist, wieder eine 
unverdnderte Proteinl6sung zu erhalten. Bei langerer Einwirkung 
des Alkohols wird das Eiwei8 verandert, unldéslich (siehe unten 
Denaturierung.) 

Allgemeine Proteinfallungsmittel sind die Salze der Schwermetalle, 
von denen meistens jene des Eisens, Kupfers, Zinks, Quecksilbers, 
Bleis und des Urans, gewoéhnlich in Form der Azetate, Verwendung 
finden. Auer zur allgemeinen Fallung finden sie auch zur differen- 
zierenden Trennung von Proteinindividuen und deren hodher mole- 
kularen Abbauprodukten (Albumosen und Peptonen) analytisch Ge- 
brauch. Im Uberschu8 sowohl des Metallsalzes wie des Proteins 
ldsen sich die Fallungen 6ofters wieder auf. Die Schwermetallsalz- 
fallungen sind irreversibel und denaturieren das Protein. Darauf 
beruhen die Giftwirkungen von Schwermetallen auf den Organis- 
mus. 

Weitere Fallungsmittel sind die sogenannten Alkaloidreagentien, 
namlich Phosphorwolframsaure, Phosphormolybdansaure,, Ferro- 
cyanwasserstoffsdure, Pikrinsaure, die gewohnlich in saurer LOsung 
verwendet werden. Von anderen Sauren haben stark fallende Wir- 
kung: Trichloressigsdure, Sulfosalicylsaure, Salpetersdure, letzere 
wird zur klinischen EiweiBprobe verwandt. 

Weiterhin ist die fallende Wirkung von Tannin und anderen Gerb- 
stoffen auf Proteine bekannt, wobei je nach der chemischen Natur 
des betreffenden Gerbstoffes und seinem Zustand (reduzierte Form 
oder oxydierte Form = Phlobaphen) in den Ldslichkeitseigenschaften 
der EiweiB-Gerbstoffverbindungen oft betrachtliche Unterschiede 
auftreten koénnen z.B. in der Hitze und Kalte unldslich (Eiweif- 
Phlobaphen), oder in der Hitze ldslich, in der Kalte unloslich. (Ei- 
weibB-Gerbstoff). 

Bekannt ist ferner die Fallung der Proteine durch Aussalzen aus 
ihren wasserigen Lésungen. Am gebrauchlichsten sind flr diesen 
Zweck das Ammonsulfat oder, wenn das Ammoniumion bei quan- 
titativen Bestimmungen stort, das Magnesiumsulfat. 

Die Sattigungsgrenzen, bei welchen die einzelnen Proteine gefallt 
werden, sind verschieden, Globulin fallen z.B. bei 30—50“iger 
Sattigung, Albumin erst bei 90—100%iger Sattigung aus. Die fal- 
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lende Wirkung der genannten Sulfate beruht auf der starken Hy- 
dratation des Sulfations, das dem Protein zu seiner Lésung erforder- 
liches Hydratationswasser entrei&8t und damit die Phasentrennung 
herbeifiihrt. Dies ausgefallte Protein geht bei einigermafien raschen 
Arbeiten in Wasser oder verdiinnter Salzlésung unverandert wieder 
in Lésung. Zinksulfat fallt nicht nur Proteine, sondern auch die 
ihnen nahestehenden Albumosen aus, wahrend Peptone in Losung 
bleiben und mit Phosphorwolframsaure gefallt werden konnen. 
Entsprechend ihrer elektrischen Ladung vermoégen die Proteine mit 
entgegengesetzt geladenen Kolloiden unldsliche Niederschlage zu 
liefern, die jedoch teilweise im UberschuB des einen oder anderen 
Kolloides wieder léslich, peptisierbar sind. Mit kolloidem Ferrihydro- 
* xyd (Fe (OH)s) erfolgt bei Elektrolytgegenwart Fallung. Mit Mastix- 
und Kaolinsuspension tritt ebenfalls Fallung ein, Mastix im Uber- 
schu8 angewandt dient zur EnteiweiBung von Losungen auf kaltem 
_Wege. Auch die oben erwahnte Gerbsaurefallung gehoért in gewissem 
Sinne hierher. SchlieBlich vermégen sich auch zwei entgegengesetzt 
geladene Proteine auszuflocken z. B. basisches Protamin und saures 
Casein, wobei an rein chemische Salzbildung zu denken ist, oder 
Histon und Haemoglobin (bei alkalischer Reaktion.) Kolloide Farb- 
stoffe geben oftmals mit Proteinen Fallungen unter gegenseitiger 
Entladung. 

Jonenaustauschende Permutite wie Montmorillonit oder Bentonit 
vermogen Eiweif aus Losungen herauszunehmen, wovon man beim 
Protexverfahren zur Stabilisierung von Bier Gebrauch macht (De- 
glutan). , 


DD Farbreaktionen. 


Die Farbreaktionen kommen dadurch zustande, daB das Protein- 
molekiil charakteristische Gruppen enthalt, die mit bestimmten Re- 
agentien Farbungen liefern. Nicht alle der im Folgenden aufgefiihr- 
ten Reaktionen sind fiir Proteine spezifisch,, dies gilt streng genom- 
men nur von der ersten, der Biuretreaktion, wahrend die ubrigen 
entweder auf bestimmte Gruppen spezifisch sind z. B. auf Tyrosin 
oder Tryptophan, soda bei deren Fehlen im Protein die Reaktion 
negativ ausfallt, ohne daB deswegen die untersuchte Substanz kein 
Protein zu sein brauchte oder die Reaktion liefern auch andere Ver- 
bindungen als nur die Proteine. Im folgenden sind die gebrauch- 
lichen Farbreaktionen nur kurz charakerisiert:. 

a) Biuretreaktion. Die stark mit NaOH oder KOH alkalisch ge- 
machte Proteinlésung gibt nach Zusatz einiger Tropfen sehr ver- 
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diinnter Kupfersulfatlésung in der KAalte eine blaue bis rotviolette 
Farbung oder Fallung. Peptone eine rein rote. Empfindlichkeit bis 
1:100000 bei Peptonen. Niedrigere Abbauprodukte geben die Reak- 
tion nicht mehr. 

b) Die Ninhydrinreaktion. Die zu priifende Lésung wird mit einigen 
Tropfen einer Losung von Triketohydrindenhydrat (Ninhydrin) 
1:400 bei neutraler Reaktion kurz gekocht, beim Abktihlen 
tritt Blaufarbung auf. Alle Aminosdéuren mit Ausnahme des Prolins, 
aber auch andere Stoffe mit freien Aminogruppen, wie Amine, Am- 
monsalze, Harnstoffderivate geben die Reaktion. 

c) Xanthoproteinreaktion. Starke Salpetersaure wirkt auf Proteine 
— fest oder in Lésung — unter intensiver Gelbfarbung ein, die 
durch Alkalien in Rotbraun tibergeht. Verantwortlich sind fiir die 
Reaktion Nitroderivate des Tyrosins und Tryptophans. 

d) Millon’sche Reaktion. Mit Millon’s Reagenz — einer angesauer- 
ten nitrithaltigen Quecksilbernitratl6sung gekocht, geben Proteine 
rosa bis dunkelrote Losungen oder Fallungen, was auf eine Oxy- 
dation des Tyrosins zurtickzufithren ist. 

e) Pauli’sche Diazoreaktion. Nach Zusatz einiger Tropfen Soda- 
l6sung, die einige Zentigramme Diazobenzolsulfosdure enthalt, tritt 
kirschrote Farbung auf, was auf die Gegenwart von Tyrosin und 
Histidin zurtickzufiihren ist. 

d) Molisch-Reaktion. Nach Zusatz von etwas alkoholischer a—Naph- 
tholl6sung und Unterschichten mit konzentrierter Schwefelsaure tritt 
starke Violettfarbung auf, die auf der Bildung von Furfurol aus 
Kohlehydraten beruht. Sie wtirde also auf die Gegenwart von 
Kohlehydraten im Protein hindeuten, nachdem die Reaktion jedoch 
ungemein empfindlich ist, ist sie nicht spezifisch, weil auch zufallige 
Kohlehydratbeimengungen sie geben konnen. 

f) Adamkiewicz — Hopkins Reaktion. Entfettetes EiweiB in glyoxal- 
saurehaltigem Eisessig gelédst und mit konz. Schwefelsaure unter- 
schichtet, gibt rotviolett oder griingefarbten Ring, wofir Trypto- 
phan verantwortlich ist. 

g) Reaktion von Voisenet. 2cm EiweiBlésung, 1 Tropfen 25%iges 
Formalin und 15 ccm konzentrierte Salzsaure liefern nach 10 Minu- 
ten langem Kochen und Zugabe von 10 Tropfen 0,05%iger Natrium- 
nitritl6sung blauviolette, vom Tryptophan verursachte Farbung. 

h) Schwefelbleireaktion. Beim Kochen von Eiweif mit Lauge und 
einem Bleisalz entsteht braune bis schwarze Farbung von Bleisulfid. 
Verantwortlich schwefelhaltige Aminosauren wie Cystin. 


6. Denaturierung. 


Der Zustand, in welchem sich die Proteine in pflanzlichen oder 
tierischen Organen befinden oder durch schonende ~Extraktionen 
mit Wasser oder Salzlésungen aus ihnen gewonnen werden k6nnen, 
wird als genuiner oder nativer bezeichnet. Wie bereits erwahnt sind 
jedoch die Proteine sehr labile Stoffe und verlieren unter verschie- 
denen physikalischen oder chemischen Einfliissen ihre natiirliche 
Beschaffenheit, werden. veraéndert und gehen in einen unldslichen 
Zustand uber, Vorgange, welche man Denaturierung nennt. 

Die Behandlung von Proteinen in Lésung mit organischen Losungs- ~ 
mitteln wie Alkohol, Aceton u. dgl. oder die Fallung mit Schwer- 
metallsalzen fiihrt zur Denaturierung. Selbst ein einfaches langere 
Zeit wahrendes Aufbewahren von Proteinen in trocknen Zustand 
kann allmdhliche Denaturierung bewirken. Ahnliches gilt auch fur 
die Wirkung von ‘Grenzflachenkraften. Schiittelt man z. B. langere 
Zeit EiweiBlésungen mit Luft oder mit Toluol, Chloroform, Aether 
u. a. so reichern sich die Proteine als oberflachenaktive Stoffe in den 
Grenzflachen an, wo sie allm&hlich sich zu unléslich werdenden Haut- 
chen verfestigen. 

Die bekannteste Art der Denaturierung ist die Hitzegerinnung oder 
Koagulation der Proteine. Sie tritt ein, wenn man eine EiweiSlosung 
auf hohere Temperatur erhitzt und verlauft in zwei getrennten Pha- 
sen, nadmlich der eigentlichen Denaturierung, einem chemischen, mit 
Verdnderungen im ProteinmolektiIl vonstatten gehenden Prozef, 
der noch nicht restlos tiberblickbar ist, wahrscheinlich aber auf 
Wasserabspaltung beruht, und der physikalisch bzw. kolloidchemisch 
zu betrachtenden Koagulation, in welcher die denaturierten Protein- 
teilchen sich zu sichtbaren Koagulas zusammen ballen, oder bei ent- 
sprechender Konzentration zum Gel, wie beim gekochten Ki, er- 
starren. Je nach den auReren Umstanden z. B. pH, Salzgehalt kénnen 
beide Phasen gleichzeitig eintreten, oder aber nur die eine, namlich 
die Denaturierung findet statt. Diese tritt beim Erhitzen einer Ei- 
weiblosung auf jeden Fall ein, wahrend die Koagulation. nur_ bei 
elektrisch neutralem, sogenanntem isoelektrischem Eiweif8 spontan 
atlas eh peben neh cs das EiweiB mit Sauren oder Alkalien 
eh ae ee vas a es zwar denaturiert wird, das dena- 
sites Nariaes J ee in osung bleibt. Erst durch Zusatz von 
Rca See a a ein. In der Praxis koaguliert man das Ei- 
dem man diese a fede ape tet eh und dergleichen, in- 

was mit verdunnter Essigsaure ansduert. 
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Die Denaturierung durch Hitze verlauft als eine Reaktion erster 
Ordnung und hat einen auf ergewdhnlichen hohen Temperatur- 
koeffizient. Eine Temperatursteigerung um 10° (z. B. von 50 auf 60° C) 
erhoht die Geschwindigkeit der Denaturierung des Gerstenalbumins 
»Leucosin“’ um das 48 fache, wahrend allgemein chemische Reak- 
tionen bei der gleichen Temperatursteigerung nur eine Erhéhung 
der Reaktionsgeschwindigkeit um das 2 bis 3 fache erfahren. Daraus 
erklart sich auch die Erscheinung, da8 bei allmahlicher Erhéhung 
der Temperatur einer EiweiBlo6sung die Gerinnung so plotzlich ein- 
tritt, da man oft von Gerinnungstemperaturen sprach und diese 
falschlicherweise fiir physikalische Konstanten ahnlich Schmelz- 
punkten oder Erstarrungspunkten hielt. 


In neuerer Zeit stellt man sich den Vorgang der Denaturierung 
nach Hsien Wu als eine Aufhebung der spezifischen Zwitterionen- 


struktur des EiweiBmolekiils (siehe spater elektrolytische Dissozia- 


tion der Proteine D 3) vor. Durch Sprengung der Jonenbindung 
kommt es bei der Denaturierung zu einer Entfaltung von Peptid- 
ketten und dann zu einer Verlagerung der im genuinen Protein im 
Innern des Makromolekiiles gebundenen Endogruppen an die Ober- 
flache des Molektiles. Folgendes Formelbild gibt eine der Moglich- 
keiten bei der Denaturierung wieder: 





O H 
op NN 
o sy 
R CH HC R —>}>— NH—CHR=CO=NH— CHR=CO— 
‘s 
NH .... OC 
Wok | 
I II 


In dem als Zyklol gedachten Peptidringsystem I wird die durch 
Punkte angedeutete assoziative Bindung aufgesprengt und dadurch 
die Peptidkette II gestreckt. Diese Entfaltung der Peptidketten er- 
folgt durch Hitze, aber auch durch Spreitung auf Fliissigkeitsober- 
flachen, wodurch die Schiitteldenaturierung von EiweiSkorpern ver- 
standlich erscheint. 


In seiner neuesten Studie iiber EiweiBmolekiile vertritt Pascual Jor- 
dan ahnliche Vorstellungen wie die eben entwickelten. Die Spharo- 
proteine wie viele Albumine und Globuline, bei denen man bisher 
eine Einknauelung von Peptidketten annahm, fat Jordan in ihrer 
Struktur als aufgebaut aus Tripeptolen, also ringfoérmigen Gebilden 
von drei peptidartig miteinander verbundenen Aminosauren auf, 
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welche infolge von Resonanzanziehung die Eigenschaft besitzen sich ° 
zu Molekiilen héherer Ordnung aneinander zu lagern. Durch den 
Denaturierungsvorgang 6ffnen sich die Peptolringe und strecken 
sich zu Peptidketten aus. 

Da Peptolringe im Gegensatz zu Peptidketten nur von einer eng- 
begrenzten Anzahl von Enzymen angegriffen werden, erklart sich 
mit der Offnung der Peptolringe und Streckung zu Peptidketten 
auch die Tatsache, daB denaturierte Proteine viel schneller von 
proteolytischen Enzymen abgebaut werden als native. See auch 
Konstitution der Proteine C 2). 
- Auch bei der Einwirkung verdtinnter Sauren und Alkalien, lang- 
samer in der KAlte, rasch beim Erhitzen erfolgt eine Denaturierung 
der Proteine. Es bilden sich Acid- bzw. Alkaliproteine, welche in 
Sauren bzw. Alkalien loslich sind, durch die beim Neutrdalisieren sich 
bildenden Salze oder beim Zusatz von Salzen aber koagulieren. 
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B. Die Hydrolyse der Proteine 


1.Totalhydrolyse mit Sduren oderAlkalien. 


Werden Proteine mit Sauren oder Alkalien bei gewohnlichem Druck 
oder im Autoklaven gentigend lange gekocht, oder auch mit tiber- 
hitztem Wasserdampf behandelt, so werden sie unter Aufnahme von 
Wasser in ihre letzten Bausteine, die Aminosduren gespalten. Samt- 
liche erhaltenen Aminoséuren sind a—Aminosauren der 1-Reihe, 
die Aminogruppe steht also benachbart zur Carboxylgruppe. Als 
Bausteine des EiweiBmolekiiles wurden bis heute folgende gefunden: 


a) Monoamino — monocarbonsauren. 


Glycocoll, CoHsNO», Aminoessigsaure (auch Glycin genannt) 
Alanin, CsHzNO2* @ — Aminopropionsdaure. 
Valin CsHi:1NO2z a — Aminoisovaleriansaure. 


-~Leucin CsHiz:NO2 * a — Aminoisocapronsaure. 


Jsoleucin CeHisNO2 a — Amino — / — methyl — # — aethylpro- 
pionsaure. 

Norleucin CeHisNO2 a — Amino — n — capronsaure. 

Phenylalanin CsHi:NO» 6 — Phenyl — a — aminopropionsaure. 

Tyrosin CsHi:1NOs 6 — p — oxyphenyl — a — aminopropionsaure. 

Serin C;3H;NOs / — oxy — a — aminopropionsaure. 

Threonin CaH»NOs / — oxy — a — aminobuttersaure. 

-Cystin CeHi2N2O.S2 Di — £6 — thio — a aminopropionsaure. 

Methionin CsHi:NO2S y — thiomethyl — a — aminobuttersaure. 

b) Monoamino — dicarbonsauren. 

Asparaginsaure CaH;NOs — Aminobernsteinsaure. 

~ Glutaminsdure CsH»sNO. a — Aminoglutarsaure. 

#B — oxyglutaminsaure. CsH»NOs. 

c) Diamino — monocarbonsauren. 

Arginin CeHisNiO2 a — amino — 6 — guanidin — valeriansaure. 

Lysin CoHisN2O2 a. ¢ — diaminocapronsaure. 
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d) Heterocyclische Aminosauren. 

Histidin CsH»NsO2 6 — imidoazol — a — aminopropionsaure. 
Prolin CsH»yNO2 a — Pyrrolidincarbonsaure. 

Oxyprolin CsH»NOs — Oxypyrrolidincarbonsaure. 

Tryptophan Ci1H2N2O2 6 — indol — a — aminopropionsaure. 
AuBer diesen bekannten, mit Sicherheit nachgewiesenen Amino- 
sfuren wurden hin und wieder noch einige wenige beobachtet, deren 
Natur noch nicht aufgeklart ist. Ferner wird neben dem Cystin 
~ auch seine reduzierte Form, das Cystein unter den Hydrolysen- 
produkten der Proteine gefunden, soda8 anzunehmen ist, dai beide, 
Cystin und Cystein, im Proteinmolektil enthalten sind. Das fast 
regelmafRig bei der EiweiBhydrolyse auftretende Ammoniak entsteht 
durch Aufspaltung von Sdaureamidbindungen, in welcher Form 
' Asparagin (Saureamid der Asparaginsadure) und Glutamin (Saure- 
amid der Glutaminsaure) im Proteinmolektil enthalten sind. Aus den 
GertisteiweiBstoffen wie Chitin und Mucinen (Schleimstoffen) treten 
noch Aminozucker z.B. Glukosamin und Chondrosamin als Spalt- 
produkte auf. Die bei der Hydrolyse regelmaBig in kleiner oder 
groferer Menge entstehenden, schwarz-braunen Huminstoffe sind 
teils Zersetzungsprodukte der Proteine bzw. ihrer Bausteine, teils 
entstehen sie besonders, wenn neben den Proteinen noch Kohle- 
hydrate zugegen sind. 


Trennung und Analyse der Aminosduren. 


Es sollen im Folgenden lediglich die Prinzipien kurz angedeutet 
werden, nach denen eine Trennung und Identifizierung der einzelnen 
Aminosauren aus dem bunten Gemisch, als welches sie im Hydroly- 
sat auftreten, gelingt. 

Die klassische Methode ist Emil Fischers Estermethode, die darauf 
beruht, daB die getrockneten Aminosduren mit Methylalkohol ver- 
estert und die erhaltenen Methylester im Vacuum einer fraktionier- 
ten Destillation unterworfen werden. Die einzelnen Fraktionen wer- 
den dann wieder zu den freien Aminosduren verseift und diese durch 
Loslichkeit oder charakteristische Salze identifiziert. 

Die basischen Aminosauren Arginin, Lysin, Histidin und das schwe- 
felhaltige Cystin, die alle jeweils 6 C— Atome besitzen und deshalb 
Hexonbasen genannt werden, lassen sich nach Kossel durch Phos- 
phorwolframsaure fallen und damit von den anderen Aminosduren 
trennen. Ihre Bestimmung im Einzelnen gelingt nach D.D. van 
Slyke aus dem Gesamt- und Aminostickstoff, die des Cystins aus 
dem Schwefelgehalt der Hexonbasenfraktion. 

™ 
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Eine weitere Trennungsmethode der Aminosduren aus neuerer Zeit 
stammt von H.D. Dakin, die auf einer lange dauernden Extraktion 
der Losung der Aminosaduren mit n-Buthyl- oder n-Propylalkohol 
beruht. Dabei gehen eine Reihe von Aminosduren in den Alkohol 
Uber, aus dem sie sich z.T. unldéslich abscheiden, z.T. in Lésung 
bleiben, wahrend ein anderer Teil unextrahiert in der wasserigen 
Losung verbleibt. 

Brozier verwendet die Léslichkeit der Kupfersalze in Methylalkohol 
und Wasser zur Trennung der Aminosduren. Przylecki und Kasprzyk 
die Differenz ihrer Léslichkeit in niedrigen Sdauren. ,Cherbulier 
acetyliert die Aminoséuren und fraktioniert die erhaltenen Ester. 
M. Bergmann verwendet zur Trennung der Aminosduren teilweise 
spezifische Fallungsmittel (Glycocoll, Alanin, Prolin, Oxyprolin, 
Cystin), teils spezifische chemische Bestimmungsmethoden (Serin, 
Methionin, Alanin) oder kolorimetrische Verfahren (Phenylalanin, 
Tyrosin, Tryptophan). 

In neuester Zeit wurden von Ussing (1939) und Rittenberg und 
Foster (1940) neuartige Methoden entwickelt, die darauf. beruhen, 
daB die zu analysierende Aminosdéure oder Aminosaurefraktion mit 
einer bestimmten Menge einer synthetischen Aminosaure, in die ein 
isotopes Element eingefiihrt wurde, vermischt wird. Die zu bestim- 
mende Aminosaéure wird also durch Isotopen gekennzeichnete 
Aminosaure verdtinnt. Nach der Isolierung der betreffenden Amino- 
sdure durch irgend eine Methode 1a8t sich aus dem leicht durch 
physikalische Methoden sehr exakt zu bestimmenden Isotopen die 
Menge der gesuchten Aminosaure ermitteln. Von den neueren chemi- 
schen Methoden wird diese sogenannte Isotopenverdiinnungsmethode 
-als eine der zuverlassigsten bezeichnet. 

Zu allen Methoden, welche auf die Isolierung und Bestimmung der 
einzelnen Aminosduren abzielen sind groBere Mengen von Proteinen 
erforderlich z.B. nach der Fischer’schen Estermethode mindestens 
100 g, meist noch mehr wegen der zur Sicherheit erforderlichen 
Doppelbestimmungen. Von_selteneren EiweiBkérpern stehen der- 
artige Mengen nicht zur Verftigung, ja selbst fir gelaufigere wiirden 
die Kosten ihrer Darstellung sehr hoch sein. Aus diesem Grunde 
haben Methoden viel Anwendung und Beachtung gefunden, bei 
welchen die verschiedenen Arten des Stickstoffs, die bei der 
Saurehydrolyse der Proteine auftreten, in Gruppen zusammen ge- 
faBt, analytisch bestimmt werden. Die bekannteste dieser Methoden 
stammt von D.D.van Slyke, sie kommt mit etwa 3g Protein aus 
und erfaBt folgende Stickstoffgruppen bzw. Aminosauren: 
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1. Ammoniak — N. 

2. Humin — N. 

3. Arginin — N. | 

4, Histidin — N. 

5. Lysin — N. eae 

6. Cystin — N. 

i me 55 aE Im Filtrat der Basen. 
8. Nichtamino — N 


Nach dieser Methode sind eine groBe Anzahl der verschiedensten 
Proteine analysiert und hinreichend zuverlassig charakterisiert und 
klassifiziert worden. 


Zur quantitativen Bestimmung des bei der Hydrolyse 
der Proteine in Freiheit gesetzten Aminostickstoffs stehen 
eine Reihe von Methoden zur Verfiigung, von denen die bekannte- 
sten die Formoltitration nach Sorensen, die Titration nach Will- 
statter und Waldschmidt-Leitz, sowie die gasometrische Methode 
von van Slyke sind. 2 | 
Die Aminosduren tragen einerseits eine ,,alkalische“ Aminogruppe © 
und andererseits eine ,,saure‘“‘ Carboxylgruppe (oder jeweils deren 
mehrere). Sie sind infolgedessen zu gleicher Zeit Sduren und Basen. 
Derartige Elektrolyte nennt man amphoter. Die sauren und basi- 
schen Gruppen: halten sich ungefahr die Waage, deshalb reagieren 
die meisten Monoaminocarbonsauren in wasseriger Lo6sung praktisch 
neutral, sie lassen sich weder mit Sauren noch mit Alkalien wie - 
andere Basen oder Sauren titrieren. Dies gelingt jedoch, wenn man 
den Einflu8 einer der beiden Gruppen im Molekiil ausschaltet, in 
diesem Falle kommt die andere dann voll zur Wirkung und 1aBt sich 
anstandslos titrieren. 


Bei der Formoltitration macht man von der Tatsache Ge- 
brauch, daB Formaldehyd mit der Aminogruppe der Aminosiuren 
folgendermafBen reagiert: 


reper i 1S CH: = R — N = CH: + H:0 
COOH COOH 

Nach Art der Schiff’schen Reaktion entsteht aus der basischen NHo- 
Gruppe die neutrale N=CHo2-Gruppe; damit ist der amphotere Cha- 
rakter der Aminosaéure aufgehoben, die COOH-Gruppe kommt als 
Solche voll zur Geltung und 14B8t sich wie jede organische ‘Sdure mit 
Alkali gegen Phenolphtalein titrieren. Durch die Formoltitration 
werden also in Wirklichkeit die Carboxylgruppen erfa8t, da aber 
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_ jeder titrierten Carboxylgruppe eine Aminogruppe aequivalent ist, 
stellt die Formoltitration auch ein MaB fiir den Aminostickstoff dar. 
Die Formoltitration wurde von S. P. L. Sérensen entwickelt und von 
_ H.Luers in die heute im Z aucredaboratoriyin Uubliche Form ge- 
bracht. 

Der basische Charakter der Aminogruppe verschwindet auch, wenn 
man die wasserige Aminosdurelésung mit einem UberschuB von Al- 
kohol versetzt. Die Aminosdure 148t sich dann nach Willstatter und 
Waldschmidt-Leitz.wie eine einfache Sdure mit Alkali titrieren. 


Alle aliphatischen Aminogruppen reagieren mit salpetriger Sdure 
unter in Freiheitsetzung von elementarem Stickstoff und Bildyng 
einer Oxygruppe. Davon macht die gasvolumetrische Bestimmung 
des Aminostickstoffs von van Slyke Gebrauch, die tibrigens auch als 
Mikromethode ausgearbeitet ist. Die Reaktion verlauft folgender- 
maBen: 


f — :N H» + O'N: OH = R — OH + MN + H:20 

COOH | fear Bort 
_Es entsteht also die doppelte Menge des in ter Aminosdure enthal- 
.tenen Stickstoffs. Wahrend die Formoltitration in Wirklichkeit die 
Carboxylgruppen erfaBt, zielt die Methode von van Slyke unmittel- 
bar auf die Aminogruppen ab. Wendet man beide Methoden gleich- 
zeitig auf ein Proteinhydrolysat an, so gewinnt man dartiber Auf- 
schluB, in welchem Verhaltnis Amino- und Carboxylgruppen in Frei- 
heit gesetzt werden, was fiir die Ermittlung der Bindungsverhalt- 
nisse der Aminosduren in den Proteinen von Bedeutung ist (siehe 

spater). 


2,.Hydrolyse der Proteine durch Enzyme. 


AuBer durch Sauren und Alkalien, also durch H- und OH-Jonen, 
lassen sich die Proteine, wie alle anderen dem Stoffwechsel dienen- 
den zusammengesetzten Naturstoffe durch Enzyme aufspalten. Die 
Enzyme sind als die von den Zellen selbst gebildeten biochemischen 
Katalysatoren zu betrachten, deren Funktion sowohl der Abbau der 
Proteine zu den Aminosauren als auch deren Aufbau aus letzteren 
ist. Die Enzyme des EiweifSstoffwechsels gehoren zur groBen Gruppe 
der Hydrolasen d. h. derjenigen Enzyme, welche durch Anlagerung 
der Elemente des Wassers also von H- und OH-Jonen eine Hydro- 
lyse héher molekularer Stoffe zu einfacheren Spaltprodukten be- 
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wirken. Die speziell auf die Proteine wirkenden Enzyme heifien 
Proteasen und umfassen eine groBe Anzahl von Individuen, in 
welche erst:in neuester Zeit einigermaBen Ordnung gebracht werden 
konnte. Infolge ihrer Substratspezifitat lassen sich die Proteasen in 
zwei Hauptgruppen, die Peptidasen und die Proteinasen einteilen. 
Die Arbeiten’ von Willstaétter, GraBmann, Waldschmidt-Leitz und 
ihren Mitarbeitern haben die Spezifitat der einzelnen Enzymtypen 
aufgezeigt und zugleich weitere Einblicke in den konstitutiven Auf- 
bau der Proteine vermittelt. Es mag hier nur so viel gebracht sein, 
als zum allgemeinen Verstandnis n6dtig erscheint, und dies in még- 
lichst vereinfachter, schematisierter Form. Nach GraBmann 1aBt 
sich folgende speziellere Einteilung der Proteasen vornehmen: 


Proteasen 
teats Seka 
‘Sea foecrcss 
ios, are 
Proteinasen Peptidasen 
rade | Be He oa 
Pepsin Papain Trypsin " * 
pH =2 Kathepsin e Be 
-pH = 4—7 _ pH = 4-9 Polypeptidasen Dipeptidasen 
Pe ox 
ee are 
Karboxy- Amino- 


. polypeptidase polypeptidase 

Wenn im folgenden die einzelnen Enzymtypen etwas naher charak- 
terisiert werden, so 14Bt es sich nicht vermeiden, daB einige Begriffe 
vorweg genommen werden, welche erst in den nichsten Kapiteln 
ihre Erorterung finden. Das moge der Leser berticksichtigen. 

Pepsin ist auf die Spaltung von EiweiBkationen, Trypsin auf die von 
EiweiSanionen und Papein (Kathepsin) auf die von isoelektrischem 
EKiweiB eingestellt. Papain und Kathépsin werden durch Blausaure 
Schwefelwasserstoff und durch SH-Verbindungen, z. B. Glutathion 
Sater te Trypsin besitzt einen in seiner Konstitution noch un- 

eKannten tivator, die En i ii i i 

puGee ee terokinase, wahrend beim Pepsin ein 
Bei den Peptidasen findet man eine mit dem Bau der Substrate zu- 
sammenhangende Spezifitat. Es gibt Enzyme unter ihnen welche 
nur Dipeptide hydrolysieren, deshalb Dipeptidasen genannt ‘Werden 
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und solche, welche héhere Peptide, die aus drei und mehr Amino- 
sauremolekiilen aufgebaut sind, zu spalten vermégen. Unter diesen 
Polypeptidasen genannten Enzymen unterscheidet man wiederum 
zwei Untergruppen, die Karboxy- und die Aminopolypeptidasen. 
Vergegenwartigen wir uns das Schema eines Polypeptides 
H2N—R—CO—NH—R:i—CO—NH—R:—CO—NH—R;—COOH 
so bendtigen die Aminopolypeptidasen zu ihrem Angriff eine freie 
Aminogruppe (links) im Polypeptidmolekiil, wahrend die Karboxy- 
polypeptidasen an einer freien Karboxylgruppe (rechts) angreifen. 
Auf weitere, feinere Struktur- und Stereospezifitaten dieser En- 
zyme kann hier nicht eingegangen werden. 
Aus der groBen Gruppe der Proteasen seien folgende Enzyme etwas 
naher betrachtet, weil sie, seit langem bekannt, fiir den Eiweif- 
stoffwechsel besondere Bedeutung haben oder technisch angewandt 
werden. 


Das Pepsin. 


Nach biochemischen Untersuchungen von Linderstr6m-Lang und 
Holter wird das Pepsin von den Driisenzellen der Fundusschleim- 
haut des Magens in einer unwirksamen Vorstufe als Pepsinogen 
sezerniert und von der Salzsfure des Magens in das aktive Enzym 
lbergefiihrt. Northrop ist es gelungen, das Pepsin in kristallisier- 
ter Form zu erhalten, er sprach es, da sich beim Umkristallisieren 
die Aktivitat nicht 4nderte, als reines Enzym an. Das Pepsin wirkt 
optimal bei stark saurer Reaktion (pH 1,8—2) auf EiweiSikationen 
ein. Es spaltet genuine Proteine (nicht Protamine), die entweder 
Tyrosin oder Phenylalanin und mindestens eine freie Karboxyl- 
gruppe enthalten miissen. Im allgemeinen geht der Abbau nicht 
sehr tief und macht bei Polypeptiden Halt. Das Pepsin hat auch, 
wenngleich schwdcher ausgepragt, eine labende Wirkung auf das 
Kaseinogen der Milch. 

Das Chymosin oder Labenzym kommt im Labmagen saugender 
Tiere (Kalber, Schweine, Schafe) vor. Es bringt die Milch dadurch 


zur Gerinnung, daB das Kaseinogen in einen ihm nahestehenden 


EiweiBkorper, das Parakasein, tibergefiihrt wird, das dann zusam- 
men mit Kalziumsalzen aufflockt. Es wirken hier anscheinend zwei 
Vorgange ein enzymatischer und ein kolloidchemischer zusammen. 
Optimales pH = ca. 6,0. Liters und Diem, ferner Liiers und Bader 
haben das Chymosin einer Reinigung und Konzentrierung unter- 
zogen. Wahrend gute Handelspraparate eine Labstarke von 1 : 20 000 
bis 1:100000 besitzen, wies das reinste Praparat eine solche von 
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1:16,5 Millionen auf. Ebenso wie die meisten Pepsinasen Labwir- 
kung besitzen, zeigt das Chymosin auch Pepsinwirkung. 

In der Milchwirtschaft wird das Labenzym in groBem Ma8stab zur 
Gewinnung des K§asestoffes oder ‘Bruches (Labkdserei) verwendet. 


Das. Try ps-knn 


* 

Dieses fiir die Proteolyse im Darm wichtige Enzym wird von der 
Pankreasdriise zunadchst in unwirksamer Form als Trypsinogen ab- 
gesondert und durch Zusammentreffen. mit der vom Dunndarm 
sezernierten Enterokinase auf enzymatischem Wege unter Ablosung 
eines Hemmungsstoffes ins aktive Trypsin ubergeftihrt. Das Tryp- 
sin seinerseits vermag ebenfalls Trypsinogen in Trypsin tberzu-_ 
fiihren. Die Verhaltnisse der Aktivierung und Hemmung sind bei 
diesem Enzym ziemlich verwickelt gelagert. Das optimale pH liegt 
etwa bei 8, entsprechend der Reaktion im Darmsaft. 

In den Pflanzen, z.B. im Milchsaft des Feigen- und des Melonen- 
baumes (Carica papaia), ebenso auch in der Hefe, findet sich eine 
bei pH 4—5 optimal wirkende Proteinase, seit langem unter der 
Bezeichnung Papain bekannt. Das Enzym ist ein Protein mit 
Redoxeigenschaften, die auf freie SH-Gruppen im Molekiil zuriick- 
_zufthren sind. Papain wird, wie schon erwadhnt, von Blausdure, 
Schwefelwasserstoff, Glutathion aktiviert, durch Oxydationsmittel 
und Schwermetalle gehemmt. Auch das Kathepsin, die bei pH 
4—5 optimal wirkende Gewebproteinase des tierischen Organismus 
stellt einen dem Papain verwandten Enzymtyp dar. 


Im keimenden Getreide (Malz) fanden Liiers und Malsch gleich- 
zeitig mit Mill und Linderstrém-Lang eine Proteinase vom Papain- 
typ mit einem pH— Optimum von 4,9—5,0 bei Gelatine als Sub- 
Strat. Ihre Wirksamkeit wird durch HCN um 50% gesteigert. AuRer- 
dem ist noch eine Dipeptidase vorhanden, die optimal bei pH 7,5 
auf Leuzyl-glyzin wirkt. Zwischen Umsatz und Enzymmenge, eben- 
so zwischen Umsatz.und Zeit herrscht direkte Proportionalitat. 
Durch Aluminiumhydroxyd A 1a8t sich eine Trennung beider En- 
zyme bewerkstelligen. SchlieBlich fanden Liiers und Léther im 
Malzauszug noch ein Enzym, welches die Strukturviskositat der Ge- 
latine sehr rasch, z.B. unter den gewahlten Versuchsbedingungen 
in 15 Minuten bei pH = 5 um 50% erniedrigt, wahrend in der glei- 
chen Zeit der Zuwachs an Aminogruppen nur 3,2% des in 23 Stun- 
den erreichten Endabbaues betragt. Es liegt also ein ahnlicher Fall 
wie bei der Starkeverfliissigung vor, namlich eine durch Loésung 


26 


von Nebenvalenzen sich physikalisch chemisch stark auswirkende 
Depolymerisation. 

Wie bereits einleitend zu diesem Abschnitt erwahnt wurde, haben 
sich Studien tuber den .enzymatischen Abbau von Proteinen auch 
fiir die Vorstellungen tiber die Konstitution der Proteine als sehr 
fruchtbar erwiesen. Die Grundlagen der Methodik stammen von 
Willstatter, Waldschmidt-Leitz, GraBmann und deren Mitarbeitern. 
Darauf fuBend untersuchte spater Calvery den enzymatischen Ab- 
bau von weitgehend gereinigtem und genau definiertem Eialbumin 
mit Hilfe weitgehend gereinigter proteolytischer Enzyme _ ver- 
schiedener Art. Das Ergebnis seiner Versuche soll als ein typisches 
Beispiel ftir viele andere hier gebracht werden. 

Pascual Jordan, der die Versuche Calvery’s als Stiitze fiir seine 
Peptoltheorie des EiweiBaufbaues auswertete, rechnete die Ver- 
suchsergebnisse folgendermaBen um. Calvery hat bei der Berech- 
nung der Anzahl der jeweils von den einzelnen Enzymen oder 
Enzymkombinationen gespaltenen Peptidbindungen ftir die Ge- 
samtzahl N der Aminosaurereste in Molekul 270 gesetzt. Da heute 
aber mit der Zahl 288 zu rechnen ist (siehe C2 und Ds), sind die von 
Calvery angegebenen Anzahlen hydrolysierter Peptidbindungen um 
7% zu erhdhen. Die folgende Tabelle enthalt die auf diese Weise 
korrigierten Versuchsergebnisse von Calvery. 


Enzymatische Hydrolyse von Eialbumin. 


exp. theor. 

Pepsin 96 96 

Trypsin PcG 96 

Papain— HCN 192 192 
Nach Pepsin: 

Trypsin 0 0 

Protaminase 22 24 

Aminopolypeptidase 96 96 

Protaminase darn. Aminopolypept. | 

(oder Protaminase + Carboxypolypept.) 96 96 

Papain — HCN OG. 96 
Nach Trypsin: : 

Pepsin 0 : 0 

Protaminase 27 24 

Aminopolypeptidase 134 144 

Protaminase, dann Aminopolypeptid. 

(oder Protaminase+Carboxypolypept.) 134 144 

Papain — HCN 77 72 
Nach Papain—HCN 

Pepsin oder Trypsin 0 0 

Protaminase 0 0 

Aminopolypeptidase 3 37 36 

Carboxypolypeptidase 37 36 


Daraus ist zu entnehmen, da nur die Enzyme Pepsin, Trypsin 
und Papain den Angriff auf das Molekiil erdffnen kénnen, die an- 
deren Enzyme dagegen nicht. Hat sich eines der drei erstgenannten 
Enzyme ausgewirkt, so gibt z.B. die Anwendung von Erepsin 
stets vollstandige Hydrolyse. Wie erwahnt, gelang es durch syste— 
matische Anwendung eines aufeinanderfolgenden Enzymangriffs 
auf das Protamin Clupein zu einer weitgehenden Aufklarung 
seines Aufbaues zu gelangen. 

Pascual Jordan, sieht wie erwahnt, in den Befunden der enzyma-— 
tischen Hydrolyse eine Bestatigung seiner Theorie tiber den Auf- 
bau der Spharopoteine aus Tripeptolringen. Die den Angriff er- 
offnenden Enzyme z.B. Pepsin, Trypsin wirken nach seiner An- 
sicht nur auf Dreierringe und zwar im Sinne einer Aufspaltung 
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zu Tripetiden. Die iibrigen Enzyme auB8er Trypsin, Pepsin und 
Papain, also Erepsin, Amino-Carboxypolypeptidase, Protaminase 
wirken dagegen nur auf Tripeptide und Dipeptide, nicht aber auf 
Ringe ein. Sind die Ringe von den erstgenannten, den Angriff er- 
6ffnenden Enzymen gesprengt, so baut z. B. das Erepsin bis zu 
den letzten Aminosduren ab. 

Werden durch Hitzedenaturierung (s. d.) nach P. Jordan die Tripep- 
tolringe in gestreckte Peptidketten ubergeflihrt, so vermdgen die 
letztgenannten Enzyme das Molekiil anzugreifen, wahrend sie das 
genuine Molekiil nicht abzubauen vermégen. 


Produkte derpartiellen Hydrolyse der Proteine. 
Sowohl mit Sduren und Alkalien bei vorsichtigem und schonendem 
Arbeiten (sehr verdiinnte Saure, niedrigere Temperaturen) ganz 
besonders aber durch eine stufenweise enzymatische Hydrolyse der 
Proteine gelingt es, den Abbau derselben nicht bis zu den End- 
produkten, den Aminosauren zu treiben, sondern ihn bei Erreichung 
von Zwischenprodukten zu unterbrechen. Die Verhaltnisse sind 
vergleichbar mit dem Abbau der Starke (Amylose) der mit Sduren 
bis zur Glukose geht, bei vorsichtigem Arbeiten oder aber beson- 
ders bei der gesteuerten Einwirkung von Diastase bis zur Maltose 
oder daneben zu mit Jod sich rot bis violett farbenden Dextrinen 
geleitet werden kann. Bei der partiellen Hydrolyse der Proteine 
entstehen als erste Abbauprodukte hochmolekulare Verbindungen, 
welche in ihren Eigenschaften den Proteinen in vielem noch nahe 
stehen, sich aber vor allem dadurch von diesen unterscheiden, daB 
Sie nicht mehr durch Hitze zum Koagulieren gebracht werden 
k6énnen. Man bezeichnet diese ersten Proteinabbauprodukte als 
Proteosen und spricht, wenn sie sich von Albuminen ableiten 
von ,,Albumosen“, wenn sie von Globulinen herstammen von ,,Glo- 
bulosen“. Die Proteosen lassen sich bei saurer Reaktion mit Am- 
monsulfat, besonders mit Zinksulfat aussalzen, geben noch die 
Fallungs- und Farbungsreaktionen der Proteine, z. B. reagieren sie 
auch noch mit Tannin und anderen Gerbstoffen. Die Biuretreaktion 
ist rotviolett. Sie zeigen kein oder nur ein sehr geringes Dif- 
fusionsvermogen und besitzen noch ein hohes Molekulargewicht. 
In chemischer Beziehung sind sie keine einheitlichen KoOrper son- 
dern Gemische verschiedener Abbauprodukte. 

Eine weitere, nadchst niedere d. h. niedriger molekulare Abbau- 
stufe der Proteine stellen die Peptone dar, welche besonders 
bei der Einwirkung von Pepsin-Salzséure auf Proteine entstehen. 
Sie werden nicht mehr durch Salze gefallt, finden sich infolge- 
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dessen im Filtrat der Zinksulfatfallung, welch letztere die Prote- 
osen enthdlt. Sie zeigen bereits Diffusionsvermégen und geben nur 
noch zum Teil gewisse Fallungsreaktionen der Proteine z.B. mit 
Tannin, Phosphorwolframsaure und Trichloressigsaure, Wwobei die 
Niederschlage im UberschuB des Fallungsmittels meist ldslich sind- 
In 96%igem Alkohol sind sie teilweise léslich. Die Biuretreaktion 
ist rein rot. Vom konstitutionschemischen Standpunkt aus konnen 
die Peptone als Gemische verschieden hochmolekularer Polypeptide 
betrachtet werden. : 
Bei weit fortgeschrittener Hydrolyse lassen sich unter den Spalt- 
produkten der Proteine auch einfache Peptide, aus zwei, drei oder 
vier Aminosduren aufgebaut isolieren. In verschiedenen Fallen 
konnten derartige Di- und Tripeptide in ihrem chemischen Aufbau 
genau aufgeklart werden. Als Beispiel diene die Konstitution des 
Glutathions, das zwar kein Spaltprodukt der Proteine, aber ein 
fiir den Zellstoffwechsel wichtiges Tripeptid folgender Zusammen- 
setzung ist: 





CoO — NH ‘ CH : CO ———— NH °: CH: CQOH 
CHe CHe 

CHe SH 

CH HN2 

COOH 


Glutaminyl — cysteinyl — glycocoll 
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C. Konstitution der Proteine 


Seit den Zeiten Emil Fischers hat die organische Chemie nie auf- 
gehort, mit Hilfe der im Laufe der Jahrzehnte sich dauernd fort- 
entwickelnden Arbeitsmethoden der Konstitution der EiweiBk6rper 
auf den Grund zu kommen, ohne dieses Ziel bis heute restlos zu er- 
reichen. Der grofBe Aufwand an Arbeitskraft und Scharfsinn hat im 
Wesentlichen die bereits von E. Fischer meisterhaft konzipierte und 
experimentell unterbaute Vorstellung vom Bauplan der Proteine 
bestatigt. Eine starke Forderung erfuhren die Anstrengungen zur 
Konstitutionsermittlung der Proteine von Seiten der Enzymchemie, 
gelang es doch auf dem Wege systematischer durch Enzyme in die 
Wege geleiteter Abbauversuche sich ein recht vollkommenes Bild 
von der Struktur relativ einfach gebauter Proteine, wie des Clupe- 
ins zu machen. SchlieBlich erwiesen sich auch die an den _ hoch- 
molekularen, polymeren Natur- und Kunststoffen  entwickelten 
physikalischen, physikochemischen und kolloidchemischen Arbeits- 
methoden als sehr fruchtbar, das auf andere Weise gewonnene Bild 
von der Struktur der Proteine zu erganzen und abzurunden. 


1.Die Verkntipfung der Aminosduren; die Peptid- 

) bindung. ; 
Es ist im Wesentlichen das unvergangliche Verdienst Emil Fischers, 
nicht nur gezeigt zu haben, da& die im vorigen Kapitel erwahnten 
Aminosauren die letzten Bausteine der Proteinmolekiile sind, son- 
dern er konnte auch dariiber hinaus durch synthetische Versuche 
dafiir den Beweis bringen, daB die einzelnen Aminosauren im Prote- 
inmolekiil siureamidartig miteinander verkntipft sind und zwar in 
der Weise, daB eine Aminogruppe einer Aminosdure mit einer Car- 
boxylgruppe einer anderen Aminosdure unter Wasseraustritt zu- 
sammentritt, wie es folgendes Schema zeigt: 
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R'CH—HN:2 + HO‘: OC:CH' Ri: 
| 


| 
COOH NH2 





| 
e 
HAO 
A NN 
RCH ——N CCH + HO 


| 
COOH . NH: ? 

Die Bindung — CO’ NH — wurde von E. Fischer in Anlehnung an 
die Bezeichnung Saccharid Peptidbindung genannt, was sich bis 
heute erhalten hat. 

Durch Zusammentreten zweier Aminosaéuren entstehen Dipeptide, 
tritt mit einem Dipeptid in der gleichen Weise eine dritte Amino- 
sdure zusammen, so entsteht ein Tripeptid und so fort bis zu den 
aus einer groBen Zahl von Aminoséuren aufgebauten Polypeptiden. 
E. Fischer synthetisierte in mtUhevollen Versuchen ein aus 18 Amino- 
sauren aufgebautes Polypeptid, das sich in seinen Eigenschaften 
als weitgehend tbereinstimmend mit den als Peptone bezeichneten 
Abbauprodukten der Proteine erwies. AuBerdem wurde es von 
Enzymen ebenso wie Peptone in einfachere Peptide gespalten. Die 
Tatsache, daB E. Fischer und spaéter E. Abderhalden eine groBe An- 
zahl von Di- Tri- und Tetrapeptiden synthetisierten, die zum Teil 
sich als identisch mit Peptiden erwiesen, welche durch Saéurehydro- 
lyse oder Enzymeinwirkung aus Proteinen ebenfalls erhalten wur- 
den und ferner, daB diese synthetischen Peptide sich enzymatisch — 
aufspalten lieBen, war fiir E. Fischer ein, auch heute nicht zu er- 
schitternder Beweis, daB die Verkniipfung der Aminosiuren im 
KiweiBmolekiil in der Tat auf dem Wege der Peptidbildung er- 
folgt. 

Die neueren Arbeiten von Waldschmidt-Leitz, sowie Gra8mann 
uber den enzymatischen Abbau der Proteine erbrachten den Be- 
weis, da8 der bei der Proteolyse stattfindende Zuwachs an Amino- 
gruppen ebenso gro ist wie der Zuwachs an Carboxylgruppen, was 
zusammen mit anderen Befunden an der enzymatischen Protein- 
hydrolyse nur mit der Lésung von Peptidbindungen zwanglos er- 
klart werden kann. : 
Bei der Saurehydrolyse der Proteine entsteht immer eine mehr 
oder weniger groBe Menge Ammoniak. Da dessen Menge der er- 
haltenen Menge an Aminodicarbonsauren, — Asparagin- und Gluta- 
minsaure, — proportional ist, mu8 angenommen werden, daB Am- 
moniak ein regelrechter Baustein des Proteinmolekiiles ist und in 
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Saureamidform als Asparagin und Glutamin auftritt. Die @ — 
standige Carboxylgruppe der beiden Dicarbonsduren nimmt an der 
peptidartigen Verkniipfung der Aminosduren also nicht Anteil. Das 
Gleiche ist der Fall fiir die «-Aminogruppe des Lysins, sowie den 
Guanidylrest des Arginins, welche frei aus dem EiweiBmolekiil her- 
ausragen, was sich durch Behandlung def Proteine mit salpetriger 
Saure oder Oxydation mit Salpetersdure und Analyse der darauf 
hin erhaltenen Hydrolysenprodukte nachweisen ]4B8t. Ebenso wenig 
nimmt die phenolische OH-Gruppe des Tyrosins, die /-Hydroxyl- 
gruppe des Serins und der Imidoazolring des Histidins an internen 
Bindungen des Proteinmolektls teil. Die freien Amino- und Oxy- 
gruppen kénnen unter Umsténden die Ankniipfungspunkte fiir 
andere Gruppen von nicht Proteinnatur z. B. prosthetische Gruppen 
bilden. 

In nachfolgender Figur ist rein schematisch der Aufbau einer Poly- 
peptidkette veranschaulicht. Am unteren Ende tritt eine freie 
Aminogruppe, am oberen Ende eine freie Carboxylgruppe in Er- 
scheinung. Nach rechts ragen aus der Peptikette die Reste der ein- 
zelnen am Aufbau beteiligten Aminosaéuren heraus z. B. das Lysin 
mit einer endstandigen NH»-Gruppe, die Glutaminsaure mit ihrer 
endstandigen COOH-Gruppe, das Tyrosin mit einer OH-Gruppe, 
das Histidin mit dem Imidoazolring, das Leucin mit den beiden 
CHs-Gruppen, um nur einige Beispiele zu bringen. 

Trotzdem die Peptidtheorie E. Fischer’s als fest fundiert galt und 
auch heute noch gilt, hat es im Laufe der Zeit nicht an Versuchen 
gefehlt, auch andere Bindungsarten des Stickstoffs im Protein- 
molektl zu diskutieren. Tronsegaard z.B. setzt sich fur das Vor- 
liegen heterocyklischer Ringe (Pyrrol-, Pyrrolidin-Glyoxalinver- 
bindungen ein). 

Viel diskutiert ist die Mdoéglichkeit des Vorkommens von Dioxo- 
_(Diketo-) piperazinbindungen im Proteinmolekul. Eine derartige 
Struktur sieht wie folgt aus: 


R 
NH — CH — CO 


S if 

OC — CH — NH 

‘ Ri 
Und zwar schloB man auf derartige Verkniipfungen, weil sie sich 
unter den Spaltprodukten der Proteine finden und auSerdem bei 
der Reduktion (Abderhalden) und bei der Oxydation mit HOBr (St. 
Goldschmidt) der Proteine erhalten werden konnen. Karrer und M. 
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COOH € | 43 Carboxylgruppe 
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HN A CHS 
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H, C4 CHa Cr & Histidin 
HN 
oc 
H C — CHe — CHe — CHe — CHe NHa2 Lysin 
HN 
OxC 
HC — NH: Alanin 
CH; A 
| 
Aminogruppe 


Bergmann erortern die Méglichkeit des Vorkommens noch anders- 
artiger Bindungen z. B. von Oxazol- und Oxazolinringen, um damit 
die ungemeine Aktivitat und Wandelbarkeit der Proteine erkliren 
zu koénnen, welche auf Grund der Polypeptidketten oder Diketo- 
piperazinringe nicht erklarlich seien. 


Was jedoch gegen diese Vorschlage eingewendet werden kann und 
auch immer eingewendet worden ist, ist der. Umstand, da8B bisher 
eine enzymatische Spaltbarkeit solcher Verbindungen nicht nach- 
gewiesen werden konnte. Damit bleibt die Peptidbindung als das 
hervorragende Bauprinzip der Proteine bestehen, wenn gleich es 
nicht ausgeschlossen erscheint, da daneben in untergeordnetem 
MaB8e auch noch andersartige Bindungen vorkommen k6énnen. 


2,.Gesetzmaigkeiten in der Anordnung 
derAminosduren. 


Die Analyse der durch hydrolytischen Abbau erhaltenen Bausteine 


hat ergeben, daB am Aufbau der Proteine etwa 25—30 verschiedene “® 


Aminosauren beteiligt sind. Wie die Bestimmung der Molekular- 
groBe der Proteine (s.u.) zeigt, weisen die Proteine im allgemeinen 
ein Molekulargewicht von 34000 oder ein Vielfaches davon auf. So- 
mit enthalt ein derartiges Molekiil rund 300 Aminosduren. Die 25 
bis 30 verschiedenen Aminosauren erlauben nun die verschiedensten 
Kombinationsméglichkeiten, womit sich eine ungeheure Variabilitat 
und zugleich Spezifitat im Aufbau der Proteine ergibt. Man darf 
jedoch annehmen, daB die Natur nicht wahllos von den gegebenen 
Kombinationsméglichkeiten Gebrauch macht, sondern die Proteine 
nach bestimmten GesetzmaBigkeiten aufbaut, die aufzufinden das 
Ziel chemischer Strukturforschung ist. 


Am erfolgreichsten erwiesen sich derartige Versuche an den einfach- 
sten Proteinen, namlich den Protaminen, wie sie beispielsweise in 
den Spermatozoen der Fische vorkommen. Durch systematisch ge- 
lenkten, stufenweisen Abbau des Clupeins aus Heringsmilch mit 
Hilfe ausgewahlter und definierter Enzyme und Analyse der jeweils 
erhaltenen Spaltstiicke konnten Waldschmidt-Leitz und Felix einen 
Bauplan dieses Proteins entwerfen. Als Bausteine wurden gefun- 
den: Arginin (A), Alanin (AL), Serin (S), Prolin (P), Oxyprolin (OP) 
und Valin (V). Dem Clupein kommt folgendes Bauschema zu: 
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HN = P— AA — AA — V— S — AA — AA — OP — V— AA — 
AA —P —.AL — AA — AA —P—S— AA — AA— V — AL — 
AA — COOH. 
Man erkennt daraus, da8B immer auf Paare von Arginyl-Arginin- 
resten Monoaminosduren folgen, sodaB eine gesetzmaige Periodi- 
zitat in der Peptidkette zu beobachten ist. 
Auf Grund theorethischer Uberlegungen kamen M. Bergmann und 
Mitarbeiter auch an komplizierter zusammengesetzten Proteinen zu 
einem ahnlichen Ergebnis, ndmlich daB in jedem EiweiBkorper jeder 
einzelne Aminosdurebaustein in konstanten Intervallen tber die 
ganze Peptidkette verteilt ist oder anders ausgedritickt, daB jeder 
Aminosaurerest in einer charakteristischen ganzen Nummern- 

_frequenz wiederkehrt. So besteht z. B. beim Rinderbluthaemoglobin 
‘ie aller Aminosdurereste aus Lysin, */18 aus Histidin, */:s aus Gluta- 
minsaure, */as aus Tyrosin, '/192 aus Cystin, um einige nur zu nennen. - 
Aus vielen an verschiedenen Proteinen durchgeftihrten Berechnungs- 
ergebnissen kommt Bergmann zum SchluB,* daB die Proteine aus 
288 Aminosaureresten oder einem Vielfachen davon bestehen. Die 
Gesamtzahl der einzelnen Aminosauren im Proteinmolekiil, und die 
Anzahl der einzelnen Aminosduren la8t sich durch 

& N= .22 X%-3m 

ausdricken, wobei n und m sowohl O als andere Zahlenwerte an- 
nehmen konnen. 
Ohne hier auf weitere Einzelheiten einzugehen, beweisen diese 
Uberlegungen, da sich bereits ein gewisses Bild vom Bauplan der 
Proteine abzuzeichnen beginnt, daB auf allgemein giltige Gesetz- 
maBigkeiten hindeutet. 


D. Proteine als hochmolekulare Stoffe 


Mit verschiedenen anderen hochmolekularen Naturstoffen wie Cellu- 
lose, Starke, Pektinen, Kautschuk haben die Proteine die Eigenschaft 
gemeinsam, in Lésung kolloide Systeme zu bilden, fiir deren Stu- 
dium die bewahrten rein chemischen Methoden der organischen 
Chemie versagen. Bei der Bedeutung der synthetisch gewonnenen 
hochmolekularen Stoffe wie Polyvinyl-, Polystyrolverbindungen, 
Aminoplasten, Bakeliten u. a. m. ftir die Technik wurden in den letz- 
ten 15 bis 20 Jahren in zunehmenden Mae Methoden besonderer 
Art entwickelt, welche sich zum Studium der Hochmolekularen, 
daruntér auch der Proteine als wertvoll erwiesen. Im folgenden 
werden vor allem die Verhaltnisse kurz bertihrt, welche sich aus der 
Molekiilgr6Be und dem eiektrochemischen Verhalten der Proteine 
ergeben. , 


‘- - 1.Bindungskrafte im-Poteinmolekil. 


Bei Stoffen mit kleinerem Molekulargewicht findet die Absattigung 
der Atome und Molektilgruppen durch Hauptvalenzkrafte statt. 
“Trotzdem vermag das Molektl nach aufien noch durch Anziehungs- 
krafte zu wirken, die man van der Waal’sche Krafte nennt und die bei 
Siedepunkt, Schmelzpunkt, Gitterkraften im Kristall, bei Adsorp- 
tionsvorgangen und beim Entstehen von Molekiilverbindungen in 
Erscheinung treten. Die Starke der zwischen den Molekiilen wir- 
kenden Anziehungskrafte wachst mit steigendem Molekulargewicht, 
sodaB sie auf das Verhalten von hochmolekularen Stoffen wie den 
Proteinen noch weit mehr Einflu& ausiiben als auf das der ein- 
facheren, niedriger molekularen Stoffe. 

Weiter kommt fiir das Bestreben hochmolekularer Stoffe sich zu 
groBeren Aggregaten zusammenzulagern, zu assoziieren, und fir ihr 
Verhalten gegen Lésungsmittel die Art und Menge der polaren und 
_apolaren Gruppen im Molekiil in Frage. Polare Gruppen sind solche, 
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welche elektrolytisch dissoziieren, starke Dipole darstellen, oder 
stark polarisierbar sind z.B. die Gruppen COOH, OH, NHz2, NH, 
diese lagern Wasser an, man nennt sie deshalb hydrophile 
Gruppen. Apolare Gruppen dagegen sind z.B. CHs, CH», CCL, 
CsHs, sie lagern z.B. Benzol oder andere Fettldsungsmittel wie 
Chloroform, Tetrachloraethan an und werden lipophile Gruppen 
genannt. Alkohol enthalt gleichzeitig die polare OH- und die apo- 
lare C»Hs-Gruppe. Proteine enthalten die ionisierbaren — COOH 
und — NH>-Gruppen, die polarisierbaren = NH, — OH und = O- 
Reste, das sind alles polare hydratisierbare Gruppen, wahrend z. B. 
die Phenyl- und Indolgruppen, ebenso die Methylgruppen aus- 
gesprochen apolar und lipophil sind. Von dem gegenseitigen Men- 
genverhialtnis beider wird es abhangen, ob ein Protein wasserloslich, 
oder wie bei Gliadin, Zein, Hordein alkoholléslich ist. Die letzteren 
drei Prolamine enthalten viele apolare Gruppen, daneben aber auch 
polare Gruppen, soda sich 70%iger Alkohol als geeignetes Losungs- 
mittel, wahrend sowohl Wasser wie absoluter Alkohol sich als un- 
geeignete Lésungsmittel erweisen. Auch die Anlagerung von Li- 
poiden an Proteine ist auf die ,,solvatisierende“ Betatigung apolarer 
Gruppen im Proteinmolekiil zurtickzufthren. 

Eine Frage, die sehr viel discutiert wurde ist die, ob die EiweiB- 
molektile wirklich sehr groBe Molekule darstellen, die durch Haupt- 
valenzkrafte aus den Atomen und Atomgruppierungen sich auf- 
bauen, oder ob sie aus kleineren Basteien. oder Individualgruppen 
durch Nebenvalenzkrafte zusammengehalten werden. 

Die von Staudinger an hochmolekularen synthetischen Stoffen 
systematisch durchgefiihrten Untersuchungen, sowie die Befunde an 
Rontgendiagrammen hochmolekularer Naturstoffe durch Meyer und 
Mark haben heute der Auffassung den Vorrang gegeben, daB& die 
Proteine lange, durch Hauptvalenzkrafte aufgebaute Peptidketten 
darstellen, deren Verkniipfung in Richtung einer Dimension erfolgt, 
soda8 fadenformige Molektile im allgemeinen zustande kommen. 
Zwischen den Fadenmolekiilen kénnen allerdings auf dem Wege 
von Querverbindungen z. B. mit Hilfe der SH-Gruppe, die in die — 
S — S — Gruppe tibergeht, Vernetzungen eintreten, die dann zu 
zwei- oder dreidimensionalen Gebilden fiihren. Durch derartige Ver- 
netzungen kann die Léslichkeit stark herabgesetzt werden, was z. B. 
auch bei der Hitze-koagulation der Proteine der Fall sein kann. 
Wahrend tber die Tatsache, daB die Proteine aus langen Peptid- 
ketten aufgebaut werden, einheitliche Auffassung herrscht, bestehen 
noch Meinungsverschiedenheiten dariiber, ob das kleinste kolloide 
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Teilchen, das den Namen Albumin oder Globulin verdient, eine 
Mizelle aus einem Biindel durch Nebenvalenzkrafte zusammen- 
gehaltener Fadenmolekiile darstellt (Meyer u. Mark) oder ob es ein 
Riesenmolektil (Makromolekiil) mit den fiir solche Molekiile charak- 
teristischen kolloiden Eigenschaften ist. (Staudinger). Die neueren 
Ergebnisse der Molekulargewichtsbestimmung (s.u.) der Proteine, 
sowie noch andere physikalisch-chemische Methoden wie Diffusions- 
messungen und Bestimmung des osmotischen Druckes haben gezeigt, 
daB viele Proteine tatsachlich Makromolekiile als Grundeinheiten 
enthalten, daB aber gleichzeitig viele solcher Makromolektile sich zu 
hdheren Einheiten zusammenlagern kénnen, wenn die duBeren Be- 
dingungen dazu giinstig sind und bei Anderung dieser Bedingungen 
in die Grundeinheiten zerfallen, sodaB, wie S6rensen sich ausdrtickt, 
die Proteine als reversibel dissoziable Komponentensysteme betrach- 
tet werden konnen. 


2. Physikalische Chemie: Molekulargewicht 
(TeilchengréBe und Gestalt) 


Die in der organischen Chemie tiblichen Methoden zur Molekular- 
gewichtsbestimmung, namlich auf kryoskopischem (Gefrierpunkts- 
erniedrigung) oder ebullioscopischem (Siedepunktserhoéhung) Wege, 
versagen bei Verbindungen, deren Molekulargewicht in der Gegend 
von 10000 und mehr liegt. Dagegen gelingt dies, wie insbesondere 
S. P. L.Sérensen in vorbildlich gewordenen exakten Untersuchungen 
zeigte, auf dem Wege der Messung des osmotischen Druckes von 
Proteinlésungen, wobei allerdings einige Kunstgriffe anzuwenden 
sind, die hauptsdchlich darin bestehen, daB man die durch freie Car- 
boxyl- und NH»-Gruppen bedingte Elektrolytnatur der Proteine, 
welche die Erscheinungen kompliziert, durch Zusatz einer gewissen 
Salzkonzentration innerhalb und auBerhalb der Osmometermembran 
kompensiert und die dabei auftretenden Donnan-Membrangleich- 
gewichte bei den Berechnungen beriticksichtigt. Nach derartig durch- 
gefiihrten Messungen von Sorensen, Adair, Loeb, Buck und Green- 
berg ergaben sich z.B. folgende Molekulargewichte fur einzelne 
Proteine. 

Ovalbumin 34000; Serumglobulin 80-140 000; Serumalbumin 62 000; 
Gelatine 68000; Oxyhaemoglobin 65—68 000; Euglobulin 174 000. 
Sérensen machte weiterhin die bemerkenswerte Beobachtung, dah 
sich manche Proteine durch schonende Behandlung mit physikali- 
schen Hilfsmitteln in Fraktionen niedrigeren Molekulargewichtes 
mit von einander verschiedenen physikalischen und chemischen 
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Eigenschaften aufteilen lassen. Wurden die Fraktionen wieder ver- 
einigt, so stimmte die Mischung in ihren Eigenschaften wieder mit 
dem urspriinglichen Protein iiberein. Daraus zog So6rensen den 
SchluB, daB die Proteine reversibel dissoziable Komponentensysteme 
darstellen, eine SchluBfolgerung, die durch andere chemische Metho- 
den (Ultrazentrifuge) sowie ihr Verhalten im Stoffwechsel des Or- 
ganismus eine Sttitze findet. 

Einen gréBeren Fortschritt auf dem Wege zur Ermittlung des Mole- 
kulargewichtes der Proteine stellen die von dem schwedischen Phy- 
syker The Svedberg und seinen Mitarbeitern ausgefihrten Unter- 
suchungen mit Hilfe der Ultrazentrifuge dar. Nach dieser Methode 
erfolgt die Molekulargewichtsbestimmung entweder aus dem Se- 
dimentationsgleichgewicht oder der Sedimentationsgeschwindigkeit. 
Das Sedimentationsgleichgewicht stellt sich derart ein, da die Kon- 
zentration d. h. die Teilchenzahl oder die Dichte der Lésung in ge- 
setzmaBiger Weise von unten nach oben abnimmt und zwar ist die 
Abnahme der Konzentration mit der Héhe der Masse der Teilchen 
proportional (Perrin), weshalb sich aus der Messung des Konzen- 
trationsabfalles das Teilchengewicht berechnen la4B8t. Durch An- . 
legung eines Zentrifugalfeldes d. h. VergréBerung des Schwere- - 
feldes lassen sich die Konzentrationsdifferenzen auch in kleinen 
Hohen messen und zwar durch Fenster hindurch in der erschiitte- 
rungsfrei laufenden Zentrifuge auf optisch-photographischem Wege. 
(U. V. Adsorption oder Refraktion.) Der andere Weg ist die-Messung 
der Sedimentationsgeschwindigkeit in sehr schnell laufenden Zentri- 
fugen (Ultrazentrifugen), welche die ‘Erdbeschleunigung auf - das” 
Einmillionenfache zu erhéhen gestatten. Ein gewisser Nachteil ist, 
daB die Sedimentationsgeschwindigkeit auch von der Teilchenform 
(z. B. kugelf6rmig oder gestreckt stabchenformig) abhangig ist. 


Als Ergebnisse dieser neuen, eleganten Methode sind nun folgende 
zu verzeichnen. Als erstes zeigte sich, daB die meisten Proteine 
vollig gleichmaBig sedimentierten, was nur moglich ist, wenn alle 
Teilchen gleiche GréBe besitzen. Im Gegensatz zu den synthetischen 
Hochpolymeren, welche sich als Gemische von verschiedenen Mole- 
kulargewicht erweisen, also polydispers sind, erweisen sich die Pro- 
teine als molekular einheitlich, also monodispers. Die einzelnen 
Teilchen einer Proteinlosung haben gleiche GroéBe und diese bleibt 
auch erhalten, wenn das Protein mehrmals, ,,umkristallisiert“ wird. 
Aus diesen tiberraschenden Feststellungen 14Bt sich schlieBen, da8 
der Aufbau der Proteinmolekiile nicht, wie bei synthetischen Pro- 
dukten, statisch, sondern nach strengen GesetzmaBigkeiten vor sich 
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geht. Weiter zeigte sich, daB die meisten Proteine Molekular-(Teil- 
chen-) Gewichte besitzen, die ein Vielfaches von 34500 sind, also 
M = n X 34500, wobei n von 1 bis 192 schwanken kann, unter Um- 
standen aber auch einen Bruchteil z.B. ’ annimmt. Beispiele: 


Lactalbumin : 


M= 17600 n= % 
Pepsin M= - 39000 n= 1 
Insulin M= 35000 n= 1 
Haemoglobin, Serumalbumin M= 68000 n= 2 
Serumglobulin M= 103000: n= <3 
Amandin, Excelsin, Edestin, Legumin M= 208000 n= 6 
Katalase M= 250000 n= 8 
Haemocyanin, Urease M= 450000 n= 16 
Antipneumococcen-serum-Globulin M= 910000 n= 24 


Haemocyanin (Helix pomatia) M =6700000 n= 192 
Daf die meisten der verbreiteten Proteine einfache Vielfache, naim- 
lich das Doppelte, Dreifache, Vier- und Sechsfache einer Grundein- 
heit von M = 34500 sind, 1aBt darauf schlieBen, da8 die Proteine 

-irgendwie nach einem gemeinsamen Prinzip gebaut sind. 


Weiterhin war die Feststellung von besonderem Interesse, da die 
meisten Proteine nur innerhalb einer gewissen pH-Zone stabil sind. 
Uberschreitet man die pH-Stabilitatszone, so zerfallen die Proteine 
in kleinere Bruchstticke z.B. Proteine mit einem Mol.-Gew. von 
208 000 in Stticke mit M. G. von 1,2 oder 3 mal 34500. Dieser Zerfall 
ist reversibel d.h. bei Zurtickgehen in den-~ pH-Stabilitatsbereich 
wird die urspriingliche MolekulargroBe regeneriert. Die Verhalt- 
nisse gleichen also stark jenem, die Sorensen zur SchluBfolgerung 
von den reversibel dissoziablen Komponentensystemen als Aus- 
druck des Wesens des Proteinmolektiles veranlafite. Pedersen 
nimmt an, daB die Grundteilchen von 34 500 Mol.-Gew. stabile Mole- 
ktile sind, welche durch andersartige Bindungen, gegebenen Falles 
von NichteiweiBnatur als Kittsubstanz zu hoheren Einheiten ver- 
kniipft werden. Philippi schlieBt aus den Dimensionen der Amino- 
saureperioden in den Peptidketten, den Rodntgendiagrammen und 
den von Bergmann entwickelten Hypothesen (s.0.), da in den 
Grundeinheiten vom Mol.-Gew. 34—35 000 16 oder 18 Polypeptid- 
ketten enthalten sind. Da8B diese und nicht andere Grundeinheiten 
gebildet werden, beruhe darauf, daB nur Komponentensysteme be- 
stimmter Kettenzahlen stabil sind. Wtirden mehr Ketten in die 
Peptidschicht eines Komponentensystems eintreten, wtrden sie 
wieder abgestoBen werden, enthielte es weniger, so ware das Sy- 
stem nicht gesattigt und damit instabil. 
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Wahrend der Abfassung dieser Darstellung erschien nun ein in- 
teressantes Buch von Pascal Jordan: EiweiBmolekiile, das zu den hier 
behandelten Fragen in richtungsweisender, wenn auch Ofters vor- 
laufig problematischer Form Stellung nimmt. Aus Jordans Aus- 
fiihrungen seien die wesentlichen Gedankengange gebracht: 

Die Proteine stellen genetisch und strukturell etwas anderes dar 
als es sonstige Hochpolymere wie Bakelite oder Standingersche 
Kettenmolekiile sind, welche beide keine definierten Molekular- 
gewichte besitzen. Diese Besonderheiten der Proteine sind im Zu- 
rechtbestehen ganzzahliger Beziehungen von der Art Z= 2"°3™ 
zu erblicken, wie sie von Svedberg auf Grund der Ultrazentri- 
fugenversuche am Molekulargewicht der Spharoproteine erkannt, 
dann von Bergmann und Niemann in den stdchiometrischen Ver- 
haltnissen der Aminosdurereste in Proteinen aufgefunden und 
schlieBlich von. Astbury in den r6éntgenographisch ermittelten Pe- 
riodizitaten der Keratinmolektile festgestellt wurden. Die Formel 
N = 2"°3™ fur die Anzahl der Aminosdurereste im Proteinmole- 
kil kann als Gesetz ftir alle nattirlichen Proteine angesehen wer- 
den. Fur Insulin ergibt sich z.B. N = 292 +10, was als 288 = 2°° 3? 
gedeutet werden kann. Beim Keratinmolektil konnten Mc Arthur 
und Astbury langs der Kette Periodizitaéten feststellen, welche einer 
Grundperiode von L=658 Angstrémeinheiten entspricht, was 
384 = 2° 3° Aminosaureresten gleich kommt. : 


Bei den Spharoproteinen zeigten die Versuche von Svedberg, daB 
beim Uberschreiten gewisser pH-Grenzen eine Aufspaltung der 
Proteine in 2 gleiche Halften eintritt, doch an gewissen Proteinen 
auch Spaltungen in 4, 8 und 16 Teile, und in anderen Fallen auch 
solche in Drittel und Sechstel beobachtet worden sind. Die Grund- 
spaltung in % und % fechtfertigt nach Jordan die Vermutung, daB 
die Spharoproteine einen Aufbau zeigen, in welchem jeweils 22: 3m 
kleinere Teile zu einem Gesamtmolekiil vereinigt sind. Diese Ver- 
mutung wird gestitzt durch die von Svedberg gefundene Tatsache, 
daB8 die Molekulargewichte der Spharoproteine sich um _ gewisse 
Normalwerte haufen, welche ihrerseits zu einander ganzzahlige 
Verhaltnisse der Gestalt 22° 3™ zeigen. 

Die Struktur, welche im Mittel ein Mol.-Gew. M = 17600 ergibt, 
nennt P. Jordan kurz die Svedbergstruktur. «Ihr entspricht eine 
Zahl N der Aminosdurereste = 144. 

Zur Deutung dieser ausgezeichneten Struktur weist nun Jordan 
darauf hin, daB sich die Bindungsweise der Teile zu einem Ganzen 
von den chemischen Valenzkraften sinnfallig unterscheiden miisse, 
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‘da diese nicht ausreichen, eine immer wieder in Erscheinung tretende 
Vereinigung mehrerer gleicher (oder fast gleicher) Teilstiicke zu 
einem Ganzen zu erklaren, denn chemische Bindungskrifte vermoégen 
nur an den unmittelbaren Beriihrungsstellen zweier Molekiile oder 
Radikale zu wirken. Verfasser sieht nun eine Méglichkeit dieser im 
Proteinmolekiil sich auswirkenden Bindungsart in quantenmechani- 
schen Uberlegungen gegeben, die fiir den Fall der Bindung von 
2 oder 3 gleichen Teilen (nicht aber von 4 oder anderen Anzahlen) 
Resonanzanziehungen der Molekiile ergeben. Die Folgerung Jor- 
dans lautet: Zwischen 2 bzw. 3 gleich oder fast gleich strukturierten 
Molekilteilen kann dann eine ,,Resonanzanziehung“ auftreten, 
wenn sie so gelagert werden, da8 das Ganze in Bezug auf eine zwei- 
zahlige oder dreizahlige Achse Symmetrie besitzt. Bei Aufreihung 
zu einem Stabchen (gleiche Bausteine) kann nur Verdopplung der 
Stabchenlange, also zweizahlige Symmetrieachse eintreten, sodaB 
2"*3™ = 2" ist, wahrend bei einer Verdreifachung dreizahlige Sym- 
metrie herrscht. Die Aminosdurereste in der Svedbergstruktur sind 
zwar nicht mehr einheitlich, werden aber in jedem Fall so verteilt 
sein, daB von der urspriinglichen Symmetrie noch moglichst viel ge- 
wahrt bleibt. Hierin erblickt Jordan die erstmalige Erklarung der 
Bergmann’schen stochiometrischen Regel 2° 3™. 

Diese Uberlegungen fiihren den Verfasser dazu, als kleinste iiber 
den Aminosduren stehende Untereinheiten in der Svedbergstruktur 
Peptidringe, sogenannte Peptole in Ubereinstimmung mit Bernal 
anzunehmen und zwar kommen nur Ringe mit 2 oder 3 Amino- 
sauren, also Dipeptole und Tripeptole in Betracht. 

Es wiirde hier zu weit fiihren, nun auf alle die interessanten 
SchluBfolgerungen und Spekulationen einzugehn, welche Jordan an 
die Peptoltheorie kniipft. Durch Verdoppelung der Tripeptole auf 
dem: Wege der Resonanzanziehung ergeben sich Doppeltripeptole, 
in welchen merkwiirdige tautomere Umlagerungen, auf der Tauto- 
merie des CO-NH Vierecks beruhend, stattfinden konnen, die zu 
Dreifach-Dipeptolen fiihren. Aus derartigen Tautomerieverhalt- 
nissen erklart Jordan die groBe Variabilitat der Proteine, ihr rasches, 
empfindliches Reagieren, Vorgange der Nervenreizleitung u. a.m. 
Die Tripeptole werden als die letzten Einheiten der Svedbergstruk- 
tur angesehen und bedingen die Struktur der Spharoproteine, die 
besser als Ringproteine zu bezeichnen waren. Sie sind die ursprung- 
lichen Proteine, wahrend die Kettenproteine, wie Keratine, Elastine, 
Fibroine als daraus abgeleitete ,,tote‘ Abscheidungen des Protoplas- 
mas aufgefaBt werden. 
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In wieweit sich die Vorstellungen Jordans auch auf die Denaturie— 
rung und den proteolytischen Abbau der Proteine auswirken, wurde 
bei den diesbeziiglichen Abschnitten bereits erwahnt. 

Aus den Messungen von Svedberg lassen sich rein rechnerisch eine 
Reihe von physikalischen Werten der Eiweifimglekule ableiten. So 
ist z. B. das Volumen von 1 mg Protein 0,75x10—* cm’. Die AuBen- 
oberflache von 1 mg Protein 10‘ cm? und der Radius eines Mole- 
kules r = 22,5 AngstrOmeinheiten. 


Eine sehr interessante Bestatigung dieser Werte wiathian’ nun neu-— 
artige Versuche von Gortner und Grendel tber die Sprei- 
tung der Proteine, worunter man die Ausbreitung von Stoffen in 
Form monomolekularer Filme auf Flissigkeitsoberflachen versteht. 
Die Spreitung kommt dadurch zustande, da die polaren Gruppen 
des Proteinmolekiiles in die horizontale Oberflache der Fltissigkeit 
(Wasser, Saurelésung) gezogen werden. Die Spreitungszahl, welche 
die im Versuch von 1 mg Substanz besetzte Oberflache angibt, war 
fiir verschiedene Proteine gerade 1 m? = 10‘ cm’, was mit dem oben 
angegebenen Wert ausgezeichnet tibereinstimmt, ebenso wie der aus 


dem Ergebnis des Spreitungsversuches berechnete. Molekiilradius . 


von r = 22A. 


Molekulargewichtsbestimmungen von Proteinen auf chemischem 
Wege lassen sich dadurch durchfiihren, daB einige Aminosauren, 
ferner chemische Elemente wie Schwefel, Eisen, oder auch Atom- 
gruppen nur in sehr geringen Mengen in Proteinen vorkommen. 
LaBt sich ausschlieBen, da diese Stoffe keine Verunreinigungen 
sind, so la8t ‘sich aus ihren quantitativ bestimmten Mengen das 
Molekulargewicht der Proteine unter der Voraussetzung, daB diese 
Stoffe nur einmal im Molektil vorkommen, nach 


Gruppengewicht < 100 
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% Gehalt 
berechnen, und zwar ergeben sich damit Mindest molekulargewichte. 
Beim Haemoglobin kommt man fiir 1 Atom Eisen zum M.G. 16 bis 
17 000, fir 1 Arginin nur zu M.G. 4000, jedoch zwingt die S-Be- 
stimmung zu M.G. 33000. Einige Beispiele fiir Mol. ORG eat 


osmometrisch Ultrazentrifuge éhemisch 


Eialbum 35 000 34 000 33 800 
Haemoglobin 67 000 68 000 33 500 
Casein ae 75 000 98 000 
Peroxydase —— 44 000 44 100 
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In vielen Fallen liegen die chemisch ermittelten Mol-Gewichte be- 
trachtlich tiefer als die physikalisch ermittelten. 

AuBer der GréBe hat man die Gestalt der Proteinteilchen zu er- 
mitteln versucht. Bei dem mehrfach erwahnten Bauprinzip der 
Proteine aus vielen Aminosduren kénnen lange eindimensionale 
_ Ketten, zweidimensionale Netze oder dreidimensionale langliche 
oder kugelige Gebilde entstehen. Um iiber die Teilchengestalt. eine 
Auskunft zu erhalten, kénnen einige physikalische Methoden, nim- 
lich Viscositat, Str6mungsdoppelbrechung, Verhalten in der Ultra- 
zentrifuge und Réntgenographie in festem Zustand herangezogen 
werden. 


_ Fur die viscosimetrische Messung dient als Grundlage das Einstein- 


sche Gesetz, wonach die spez. Viscositat 7 spez. bei der Konzentra- 
tion =1im Falle kugeliger Teilchen den Wert 0,025 x Dichte der 
Substanz unabhangig von der TeilchengréBe besitzt. Bei ketten- 
formigen Molekiilen dagegen gilt das Gesetz von Staudinger: die 
spez. Viscositat bei der Konzentration 1 ist direkt proportional der 
Lange der Teilchen. Aus durchgefiihrten Viscositatsmessungen er- 
gab sich z.B. daB Ovalbumin und Haemoglobin kugelige, Pseudo- 
globulin, Serum-Albumin und Gelatine gesteckte Form der Teilchen 
aufweisen. 

Stromungsdoppelbrechung tritt auf, wenn in Lésungen mit Teilchen 
langlicher Form ein Stroémungsgefalle erzeugt wird und zwar ist der 
Effekt um so groBer je langer die Teilchen sind. Nach Messungen 
von Boehm und Signer sind kugelige Proteine: Eialbumine, Myo- 
gen, kurze Stabchen: Gelatine, lange Faden: Myosin, tiberlange 
Faden: Euglobulin. 
Bei der Berechnung des Mol-Gewichtes aus der Sedimentations- 
geschwindigkeit nach der Ultrazentrifugenmethode laBt sich aus der 
GroéBe eines mit der inneren Reibung zusammenhangenden Dissy- 
metriefaktors das Achsenverhaltnis der Molektile berechnen. Ei- 
: albumin, Pepsin, Insulin und Haemoglobin erwiesen sich als kugelig, 
Zein, Serumalbumin, Serumglobulin als langgestreckt. 

Im Elektronenmikroscop lieBen sich Stabchen des Tabakmosaik- 
virus sowie kugelige Formen des Haemocyanins (Mol.G. 6,7 Milli- 
onen) unmittelbar sichtbar machen. 

Bei unldslichen Proteinen lassen sich aus den R6éntgen Schichtlinien 
oder Debeye - Scherer - Diagrammen Schliisse auf Symmetrie und 
GroBe der Elementarzelle ziehen. Seidenfibroin erwies als ge- 
streckte Anordnung der Aminoséuren und der Elementarkorper 
enthalt je 4 Reste von Alanin und Glycocoll. Bei Keratin stellte 


45 


Astbury fest, daB die Peptid-Ketten stark verkirzt sind (5,1 statt 
7 A), daB aber beim Dehnen in heiBem Dampf eine Streckung ein- 
tritt. Ahnliche Verhdltnisse fand man auch bei den Proteinen von 


Muskeln und Sehnen. 


3.Elektrolytische Dissoziation. 
Es ist seit langem bekannt, daB die Proteine mit Sduren und Laugem 
zu reagieren vermégen, was sich durch pH- und Leitfahigkeits- 
messungen nachweisen 148t. Die Proteine verhalten sich &ahnlich 
wie ihre Bausteine, die Aminosaduren, sie stellen amphotere Elek- 
trolyte dar. Bedingt wird diese Eigenschaft durch das Vorhanden- 
sein von Molektilgruppen im Protein, die entweder Sduren oder 
Basen zu binden vermogen. Als solche Gruppen kommen in erster — 
Linie COOH- und NH:2-Gruppen in Betracht. Je nachdem die Car-— 
boxylgruppen, bedingt durch Uberwiegen von Dicarbonsaéuren, 
oder die Aminogruppen durch Uberwiegen der Diaminosauren vor- 
herrschen, kann das Protein einen mehr sauren oder mehr alkali- 
schen Charakter in seiner Gesamtheit nach auBen besitzen. Dem- 
entsprechend geht das Saurebildungsvermégen eines Proteins seinem. 
Prozentgehalt an basischen Aminosduren und sein Basenbindungs- 
vermogen seinem Prozentgehalt an Monoaminodicarbonsauren 
parallel. Mit salpetriger Saéure desaminierte Proteine besitzen in 
Ubereinstimmung mit diesen Vorstellungen ein stark reduziertes. 
Saurebindungsvermégen. 
Im elektrochemischen Verhalten der Proteine spielt nun der so- 
genannte isoelektrische Punkt eine bedeutende Rolle. Das Wesen 
des isoelektrischen Punktes kann man sich durch folgende schema- 
tische, oft gebrauchte Vorstellung verstandlich machen. Ein weit-. 
gehend durch Dialyse von Elektrolyten (Sduren, Basen, Salzen) ge- 
reinigtes Protein von amphoteren Eigenschaften kann man durch 
das Symbol: 
H:N — R — COOH 
versinnbildlichen. Die Reaktion des Proteins mit Sduren verlduft. 
dann schematisch folgendermaBen: ; 
H2N — R* COOH + HCl = +H3;3N — R: COOH + Cl— 
d.h. die Aminogruppe reagiert mit der Saure unter Bildung des 
stark dissoziierten Ammoniumsalzes. Da im Protein mehrere 
solcher Aminogruppen vorhanden sind, entsteht unter dem Ein- 
flufs der Saure ein polyvalentes Proteinkation (positiv geladenes 
SdureeiweiB). Umgekehrt reagiert das Protein mit Basen analog: 
H2N — R— COOH + NaOH = H»N —R‘ COO- + Na+ 
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In diesem Falle entsteht ein polyvalentes Proteinanion (negativ 
geladenes Baseneiwei8). 

In der wasserigen Lésung eines weitgehend gereinigten Proteins 
ist seine elektrolytische Dissoziation eine sehr geringe und je nach 
dem Vorwiegen der Amino- oder Carboxylgruppen eine mehr 
positive oder mehr negative. Uberwiegen z.B. die Carboxylgrup- 
pen, so 1aBt sich nach physikalisch chemischen Gesetzen die an sich 
schwache Dissoziation der Carboxylgruppen durch Zusatz geringer 
Mengen von Sauren weiter zuriickdrangen, wobei ein Punkt er- 
reicht wird, in welchem zahlenmaBig die Dissoziation der Car- 
boxylgruppen jener der Aminogruppen gleich groB und damit das 
Proteinmolekiil elektrisch neutral wird. Diesen Punkt hei&8t man 
den isoelektrischen Punkt (I. P.) und charakterisiert ihn nach Mi- 
chaelis durch die Beziehung 





Pp [ = | a TEs, ee eae 
neat % 


Der isoelektrische Punkt eines Proteins liegt also bei derjenigen 
Wasserstoffionenkonzentration der Lésung, die mnumerisch der 
Quadratwurzel aus . 
Saéurendissoziationskonstante (ka) _ 
Basendissoziationskonstante (Kb) © 
entspricht. 





< Dissoziat. konst. des Wassers (kw) 


' Diese hier entwickelten Vorstellungen gehen hauptsdchlich auf die 


grundlegenden Arbeiten von L. Michaelis zurtick und sind geeignet, 
das elektrochemische Verhalten der Proteine und die daraus sich 
ableitenden Folgerungen beziiglich verschiedener Eigenschaften 
(s. u.) in befriedigender Weise verstandlich zu machen. 

Nun ist aber in neuerer Zeit noch eine andere Theorie tiber den 
isoelektrischen Punkt und die elektrolytische Dissoziation der 
Proteine entwickelt worden, die in allen neueren Arbeiten an- 
genomen ist und sich durchgesetzt hat, soda® sie hier kurz Erwah- 
nung finden mu8, obwohl, wie vorausgeschickt sei, die neue Theo- 
rie allgemein auf erlich betrachtet, nichts an den bisherigen Vor- 
stellungen dndert, jedoch in wissenschaftlicher Beziehung, ins- 
besondere bei subtilen physikalisch-chemischen Berechnungen (z. B. 
Saure- und Basendissoziationskonstanten), den Verhaltnissen vollig 
gerecht wird. Die neue Theorie geht zurtick auf die grundlegenden 
Arbeiten von Niels Bjerrum tiber die elektrolytische Dissoziation 
der amphoteren Elektrolyte. Darnach sind Ampholyte wie die 
Aminosduren im isoelektrischen Punkt und in der Umgebung des 
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Neutralpunktes (pH 7) in wasseriger Lésung nicht, wie man friher 
annahm, als undissoziierte Molekiile, sondern fast ausschlieBlich 
als Zwitterionen aufzufassen. Die einfachste Aminosaure, das 
Glycocoll, wiirde also nicht in der Form H2»N — CH2— COOH, 
sondern als Zwitterion +HsN—CHez—-COO— vorliegen. Das 
gleiche gilt nun auch fiir die aus Aminosauren aufgebauten Pro- 
teine. Die Reaktion eines EiweiBkérpers mit Séuren hat man, wie 
oben erértert als eine Dissoziation der Aminogruppe, also als eine 
Betatigung der basischen Eigenschaften aufgefabt, wahrend sie 
nach der neuen Theorie als eine Zurtickdrangung der Dissoziation 
der COOHgruppe betrachtet wird, also folgendermaBen zu formu- 
lieren ist: - 
+H3N —R—COO- +H+ = +HsN—R— COOH 

Die Reaktion der Proteine mit Natronlauge wurde bisher als Reak- 
tion der Carboxylgruppe aufgefaBt, wahrend sie nunmehr als 
Zurtickdrangung der Dissoziation der Aminogruppe  folgender- 
maBen zu formulieren ist: 

+H3sN — R—COO- + OH— = H2N —R— COO + HOH 
Mit wachsender Aziditat wiirde dann nach erfolgter Ruckdrangung ~ 
der Carboxylgruppendissoziation eine Uberfiihrung der Amino- 
gruppen unter Aufnahme von Protonen in die Ammoniumform 
(NH2 + H+ = NHst) erfolgen und im Uberschu& von Basen wiirde 
nach Zuruckdrangung der Aminogruppendissoziation (Abgabe von 
Protonen) die Carboxylgruppe unter Salzbildung reagieren. Star- 
kere Sauren fiihren wie nach der alten Theorie das EiweiS in posi- 
tive Proteinkationen, starkere Laugen in negative Proteinanionen 
uber. Der theoretische Unterschied ist nur der, daB die scheinbaren 
Sauredissoziationskonstanten eines Proteins in Wirklichkeit Hydro- 
lysenkonstanten der basischen Gruppen und umgekehrt die schein- 
baren basischen Dissoziationskonstanten Hydrolysenkonstanten der 
sauren Gruppen sind. z 
Die neue Theorie ist durch eine gréBere Anzahl unwiderleglicher 
und uberzeugender Beweise, auf die hier nicht eingegangen wer- 
den kann, begriindet und fest fundiert worden. Sie hat auch all- 
gemeine Annahme gefunden. 
Nun wieder zum isoelektrischen Punkt zuruckkehrend, bleibt zu 
erortern, in welcher Weise sich die Eigenschaften der Proteine bei 
Erreichung desselben vor jedem anderen pH — Bereiche unter- 
scheiden. Nachdem im I.P. die positiv und negativ geladenen 
Jonen sich die Waage halten, wandern die Proteinteilchen im elek- 
trischen Feld entweder nicht oder mit sehr geringer Geschwindig- 
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keit nach beiden Elektroden. Bei Entfernung vom I.P. tritt da- 
gegen eine ausgesprochene anodische oder kathodische Wanderung 
der Porteinteilchen ein. Die Bestimmung der elektrophoretischen 
Geschwindigkeit dient als eine der exaktesten Methoden zur Be- 
stimmung des I.P. eines Proteins. Ein sinnreich konstruierter 
Apparat wurde ftir solche Zwecke von Tiselius konstruiert, in wel- 
chem die Bewegungsgrenzschichten der Proteinlésung mit Hilfe von 
U. V. Licht photographisch sehr genau bestimmt werden kénnen. 
Oder man suspendiert schwer loésliche Partikel in der Protein- 
lésung. Die Partikel tberziehen sich durch Adsorption mit einem 
Film des Proteins und nehmen damit oberflachlich die Eigenschaf- 
ten des Proteins an, sofern der Film die suspendierten Teilchen 
vollig umhiillt. Ist dies der Fall, so spielt die Natur der Teilchen 
z. B. Paraffinemulsionen, Quarzsuspensionen etc. keine Rolle mehr, 
die Teilchen benehmen sich so, als ob sie nur aus dem Protein be- 
stiinden, ihre Wanderungsgeschwindigkeit in Abhangigkeit vom 
pH dient zur Bestimmung des I. P. 

Im I. P. erfahrt weiterhin die Léslichkeit der Proteine eine charak- 
teristische Entwicklung und zwar weist sie ein Minimum auf. Eine 
Reihe von Proteinen sind im I.P. unloslich z.B. Casein, Euglo- 
bulin, Fibrin, ferner denaturierte Proteine, oder an sich ldsliche 
Proteine, wie Albumine, Glutin, Haemoglobin, manche Globuline 
weisen im I.P. eine geringere Loésungsstabilitat auf, sodaB sie z. B. 
durch Zusatz dehydratisierender Losungsmittel wie Alkohol oder 
Azeton unter gleichen Konzentrationsbedingungen im I.P. be- 
deutend leichter und starker als in anderen pH — Bereichen aus- 
geflockt werden. (Maximum der Alkoholfallbarkeit.) Im I.P. tritt 
auch die Hitzedenaturierung am vollkommensten ein. Nachdem im ~ 
isoelektrischen Punkt auBer der Aequivalenz von positiven und 
negativen Ladungen die ungeladenen neutralen Molekiile, die man 
sich durch Bildung innerer Salze zwischen NHs* und COO Grup- 
pen entstanden denken kann, ein Maximum erreichen, besitzt im 
1. P. der osmotische Druck und die Viscositaét ein Minimum, wah- 
rend die Oberflachenspannung ein Maximum aufweist. 

Die Lage des I. P. der einzelnen Proteine hangt natiirlich enge mit 
ihrem konstitutionellen Aufbau zusammen. Ein Beweis sinnfalli- 
ger Art ist die Tatsache, daB chemische Eingriffe, welche die Kon- 
stitution des Proteins verandern, die Lage des I.P. versthieben. 
Zusatz von Alkohol, der die Dissoziation der Carboxylgruppen 
mehr als jene der Aminogruppen verringert, ruft eine Verschiebung 
des I. P. in Richtung alkalischer Reaktion hervor. Andererseits be- 
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wirkt Zusatz von Formol die Uberfiihrung der NH2~ in die tausend- 
mal schwicher basischen N = CHo-Gruppen und damit starke Ver- 
schiebung des I. P. nach der sauren Seite, ebenso wirkt die Des- 
aminierung der NHe2-Gruppen mit. salpetriger Sdure, oder wenn 
Sulfongruppen ins Eiwei&molektl eingeftihrt werden. 

Die Konstitutionseinfliisse zeigen sich weiter in der analytisch er- 
mittelten Zusammensetzung der Bausteine eines Proteins auf die 
Lage seines I. P. Casein z.B. mit seinem hoéherem Gehalt an Dicar- 
bonsduren (Asparagin-, Glutamin- und Oxyglutaminsaure) im Ver- 
gleich mit demjenigen an Diaminosauren (Lysin, Arginin, Histidin) 
hat I.P. = 4,7, wahrend Clupein, ein Protein das hauptsachlich 
aus Arginin aufgebaut ist, hat einen I. P. = 13,4. 

Dariiber hinaus spielt aber auch die feinere Struktur, die sich in 
der Verteilung der ionogenen Gruppen sowie in der Gegenwart 
von Substituenten kund gibt, eine Rolle. Positiv geladene Amino- 
Guanidin- und Imidazolgruppen erhéhen z. B. durch AbstoBung 
der OH— Jonen die Dissoziation der Carboxylgruppen, welche 
ihrerseits infolge ihrer negativen Ladung OH-Jonen abstoBen und 
damit die Dissoziation der basischen Gruppen fordern. Diese Wir- 
kungen sind auf elektrostatische Krafte zurtickzuftihren, welche 
mit Hilfe des Lésungsmittels ihren EinfluB austiben. 

Weiter machen sich deformierende Krafte geltend, welche ihren 
Einflu8 durch das Molekiil hindurch austiben. Elektronen an- 
ziehende Gruppen (COOH-, CsHs-, CsH.u-, OH-, SH-, CO NH:-) 
ebenso die elektronegative Peptidbindung erhéhen die Freimachung 
von H-Jonen und vergroBern damit die Dissoziationskonstante der 
Carboxylgruppen, w&ahrend sie die der basischen Gruppen ver- 
“ ringern. Der Effekt dieser Substituenten ist additiv, aber abhangig 
von ihrem Abstand von den ionogenen Gruppen. 

Aus all dem Gesagten ,wird verstandlich, da& der isoelektrische 
Punkt ftir jedes einzelne Protein einen von seiner Konstitution 
abhangigen charakteristischen Wert besitzt. Einige Beispiele ent- 
halt folgende Tabelle: 


I. P. von Proteinen. 


Gelatine 4,7 Wolle 4,9 
Serumalbumin 4,99 Protamin 12,0 
Serumglobulin 4,4 Globin 8,1 
Casein 6,4 Histon 8,5 
Edestin 6,9 Seide | 5,1 
Ovalbumin 4.6 . 
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4,.Saure- und Basenbindung. 


Wie bereits im vorhergehenden Kapitel erlautert wurde, sind die 
Proteine als Ampholyte befahigt, sowohl Sduren als auch Laugen 
unter Bildung von polyvalenten Proteinionen zu binden. Von kol- 
loidchemischer Seite wurde diese Sdure- und Basenbindung als ein 
dem Adsorptionsgesetz folgender Vorgang gedeutet, jedoch haben 
die neueren Untersuchungen von S6rensen, Wo. Pauli, Michaelis, 
Loeb, Tillmans gezeigt, daB einer rein chemischen Auffassung dieses 
Bindungsvermogen der Vorzug zu geben ist. 

Um die obwaltenden Verhaltnisse durch ein Beispiel anschaulicher 
zu gestalten, sei ein Beispiel aus einer neueren Veroffentlichung 
von Wo. Pauli (Hevet. Chim. Acta. 28. 1426) gebracht. Zum Versuch 
diente weitgehend durch Elektrodialyse gereinigtes Serumalbumin 
von einem Mol.-Gew. + 70000. Eine 1%ige Lésung dieses Albumins 
hat ein pH = 5,27, woraus sich eine Wasserstoffionenaktivitat aH = 
5,37X10—* berechnet. Die Viscositat der Losung betragt 7 = 1.054. 
Werden nun dieser Losung steigende Mengen verdtinnter titrierter 
Salzsaure zugesetzt, so ergeben sich folgende Anderungen: 


n HC1X 103 aH . nutx103 LZ ” - 
1,0 2,95 10-5 0,97 6,79 se 
1,75 5,50 x 10-5 1,69 11,85 1,075 
3,0 1,12 10-4 2,88 20,16 Ee te 
5,0 2,18 x 10-4 4,77 33,97 1,194 
7,5 5,75 X10—-4 6,88 48,16 aed 

10,0 1,02X10— 8,89 62,23 1,354 
15 3,04 10-3 11,6 81,2 1,420 
20 6,17 10*3 13,04 91,31 1,396 
30 1,43 x 10-2 13,66 95,62 1,325 
40 2,24 10-2 14,25 99,75 1,253 
50 3,06 < 10-2 14,55 102,2 1,212 


(14,7 ) (103,6 ) 


Ats dem Verlauf der Protonaufnahme des Serumalbumins mit 
steigendem H Cl-Zusatz 1aBt sich die maximale Aufnahme fiir je 
1g Protein ausgedriickt in Normalitat n™! mit 14810—° und aus 
dem Mol.-Gew. ~ 70000 die maximale Wertigkeit oder Ladungs- 
zahl des positiven Albuminions LZ mit 103 je Teilchen bestimmen. 
Wie man aus der Tabelle ersehen kann, steigt mit zunehmenden 
H Cl-Zusatz die Protonaufnahme (n'™) zuerst kraftig, dann immer 
weniger an, um sich schlieBlich allmahlich dem maximalen Grenz- 
wert zu nahern. Gleichzeitig steigt mit dem Saurezusatz die La- 
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duhgszahl zuerst gleichmaBig stark, spater schwdcher an, womit 
zum Ausdruck kommt, da& durch die Protonaufnahme eine fort- 
schreitende (positive) Aufladung zu polyvalenten Proteinionen er- 
folgt. Einen andersartigen Verlauf nimmt die Viscositat 7, welche 
unter starkem Anstieg bei 0,015 n HCl ein Maximum erreicht, um 
dann allmdhlich wieder abzufallen. Im 7-Optimum des 1%igen 
Serumalbumins, das bei 0,015 n HCl liegt, ist nur 116*10—°n je lg 
Protein, also ca. 79% der méglichen Héchstaufnahmen an H™, ge- 
bunden, was einer Ladungszahl von ~ 80 je Teilchen entspricht. Das 
Optimum des Viscositat » fallt nun, wie Pauli und Mitarbeiter in 
zahlreichen Versuchen zeigen konnten, mit dem Maximum der Ak- 
tivitat des sogenannten Gegenions (Cl—) im Proteinsalz zusammen, 
die sich durch potentiometrische Bestimmung ermitteln 1a8t. Nach 
den Gesetzen der Elektroneutralitat mu in einem System den posi- 
tiven Ladungen eine aequivalente Menge negativer Ladungen gegen- 
uber stehen. Bei Verwendung von HCl werden die positiven H* 
oder Protonen vom Protein unter Bildung von Proteinkationen auf- 
genommen, wahrend die negativen Cl—--Jonen die Gegenionen bil- 
den. Weiterhin fallt das 7-Optimum mit dem Optimum der auf das 
Proteinsalz entfallenden Leitfahigkeit « zusammen. 

Ganz ahnliche Verhaltnisse ergeben sich auch bei der Reaktion eines 
Proteins mit Basen. Auch hier steigt die Normalitat, die Ladungs- 
zahl und die Viscositat mit zunehmender Bindung von Lauge und 
damit steigender Bildung von polyvalenten Proteinanionen bis zur. 
Erreichung eines Héchstwertes an. Auch die Viscositatskurve zeigt 
die Merkwiirdigkeit nach Erreichung eines Hdéchstwertes wieder, 
wenn auch schwacher als auf der sauren Seite abzufallen. Mit dem 
Umschlagen des Verlaufes der 7-Kurve feht ubrigens auch eine 
Anderung im Gange der spezifischen Drehung [a] D des Proteins 
einher, Auf die Deutung des durch die verschiedenen physikalisch- 
chemischen Messungen erschlossenen Phaenomene wird weiter unten’ 
eingegangen. Hier soll kurz noch gezeigt werden, wie sich die mit 
Sauren und Laugen an den verschiedenen Proteinen erhaltenen Re- 
sultate zur Aufklaérung der ihnen zugrunde liegenden Struktur aus- 
werten lassen. Zur. Illustrierung diene folgende einer ‘kiirzlich von 
Wo. Pauli veréffentlichten zusammenfassenden Arbeit entnommene 
Tabelle (Helv. Chim. Acta 30. 79, 1946). 
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maxim. Proton.- Neg Eig. + ~ 
MGW Mitr Abgabe pos. 8” J.P. see A ny 
Ovalbumin AA OOT S100 34-5 1,22 3 4:6 °° 4.74 48 59 
Seralbumin 72000 148 159 1,08 4,99 534 103 110 
Pseudoglob. 167000 148 126 0,9 6,007. 5,79 247 S213 
Haemoglob. 69000 156 127 081 69 697 108 87 


Protein 


Diese Tabelle enthaélt neben den Molekulargewichten die Hdchst- 
werte von nl"! fiir Saurebindung (= Protonaufnahme), wie fiir 
Basenbindung (Protonabgabe), die daraus abgeleiteten maximalen 
Ladungszahlen LZ+ und LZ— je EiweiBteilchen, welche mit dem 
Molekulargewicht anwachsen, die Relation der negativen zu den 
positiven Gruppen, die isoelektrischen pH-Werte IP fir 0,5%”ige 
Losungen in 0,005 n Azetatpuffer, sowie die H'-Aktivitaten der zu- 
gehorigen elektrolytfreien Lésungen. 

Ovalbumin und Serumalbumin erweisen sich demnach ent- 
sprechend den Héchstzahlen von n™@! als mehr negative, Pseudo- 
_ globulin und Haemoglobin als mehr positive Proteine. Damit findet 
sich auch ein gewisser Parallelismus im Gang der isoelektrischen 
Reaktion, sowie der Eigen-H’-Aktivitat mit dem Verhaltnis der op- 
timalen sauren (negativen) Gruppen zu den basischen (positiven) der 
Proteine, indem sich I. P. und Eigen-pH mit relativer Zunahme der 
positiven Gruppen in Richtung zunehmender pH-Werte verschieben. 
Es liegt nach allem, was bisher tiber die Konstitution der Proteine 
bekannt wurde, nahe, ihr SAurebindungsverm6égen mit ihrem Gehalt 
an den drei Aminosauren Histidin, Lysin und Arginin, und ihr 
Basenbindungsvermoégen mit ihrem Gehalt an Dicarbonséuren Glu- 
taminsdure, Asparaginsaure und /—  Oxyglutaminsaure in’ Zu- 
sammenhang zu bringen. Als Gruppe sauren Charakters kommt 
auch das phenolische Hydroxyl des Tyrosins in Betracht. Pauli und 
Valk6 machen zu diesem Problem folgende Ausfiihrungen: ,,Viel- 
leicht kénnte die GesetzmaBigkeit besser darauf beschrankt werden, 
daB die verfiigbaren seitenstandigen Diaminogruppen den oberen 
Grenzwert des Sdurebindungsvermégens darstellen, wovon jedoch 
bei manchen Proteinen z.B. Haemoglobin nur ein Bruchteil tat- 
sdchlich in Reaktion treten kann. Es ware weiter in Betracht zu 
ziehen, wieweit durch gegenseitige peptidartige, cyclische Absatti- 
gung zwischen Diamino- und Dicarboxylsauren (gemeint ist hier die 
Moglichkeit der inneren Salzbildung d. Verf.) die Anzahl der freien 
Gruppen vermindert wird. Andrerseits sind im Falle kirzerer Haupt- 
valenzketten auch die Endgruppen der Ketten zu _berticksichtigen. 
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(gemeint sind die freien endstandigen Amino- und Carboxylgruppen 
von Peptidketten. d. Verf.) Auf alle Falle bleibt der konstitutive 
Nachweis wertvoll, daB fiir die H+t-.und OH—~-Bindung auch bei der 
Annahme von peptidartigen Hauptvalenzketten gentigend reaktions- 
fahige Gruppen tbrig bleiben.“ 
Die fiir die einzelnen Proteine charakteristischen Saure- und Basen- 
bindungsverhiltnisse werden am besten durch Titrationskurven er- 
schlossen, wie sie im Brauereilaboratorium als Pufferungskurven 
bekannt sind. Es werden also die Proteine in wasseriger Losung mit 
verdiinnter Salzsdure éinerseits und verdtinnter Natronlauge andrer- 
seits titriert und jeweils die zugehdrigen pH-Werte gemessen. Tragt 
man von der pH = 7,0 Abszisse als Null-Linie auf der Ordinate nach 
oben die ccm Na OH, nach unten die ccm H Cl und auf der Abszisse 
die pH Werte von 0 bis 14 auf so erhaélt man eine pH-Titrations- 
kurve, deren charakteristischer Verlauf von verschiedenen chemi- 
schen Gruppen im Proteinmolekiil verursacht wird. So enthalt nach 
Simms Gelatine saure Gruppen mit Titrationsindices bei pH 2,9—3,5, 
die quantitativ mit ihrem Gehalt an Aminodicarbonsduren iiberein- 
stimmen. Bei Eialbumin liegt bei pH 9,4 eine saure Gruppe vor, 
deren Menge dem Tyrosingehalt des Proteins entspricht, Lysin und 
Histidin in beiden Proteinen stimmen quantitativ mit basischen 
Gruppen bei pH = 6,1 bezw. 10,4—10,6 iiberein. Es zeigt sich also, 
daB das Sdure- und Basenbindungsvermégen der Proteine auf 
charakteristische chemische Gruppen zuruckgeftihrt werden kann. 
0. Verhalten derProteine im elektrischen Strom. 
Schon bei der Erérterung des isoelektrischen Punktes wurde darauf 
hingewiesen, daB die Proteinteilchen je nach der Art ihrer élektri- 
schen Aufladung sei es als Kationen, Anionen oder Zwitterionen ent- 
sprechend im elektrischen Stromgefalle wandern oder wie bei Zwit- 
terionen im isoelektrischen Punkt keine Wanderung oder eine 
schwache nach beiden Elektroden gerichtete zeigen. Auch wurden 
bereits einige Angaben tiber die Methoden (Tiselius) gemacht, nach 
welchen die Wanderungsgeschwindigkeit und die Wanderungsrich- 
| tung festgestellt werden kann. Die Wanderungsgeschwindigkeit 
poe The Ge Bee lee _ Besletg ak er Potential 
“ie ter iS wieder en a er das Teilchen umgehenden 
sathies sav ane eee oe grenzenden Doppelschicht versteht. Es 
werden. Die aiokestnen Hee se oe eee Rae ns 
nach einer originellen Methoae pee sit eae ee 
Sadhibatan tile cain: e an roteinlésungen erhaltenen Mem- 
nteresse (siehe spater). 
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Ebenfalls von Loeb aber auch von anderen Forschern wurden die 
elektrischen Leitfahigkeitswerte von Proteinlodsungen unter dem 
EinfluB von Sduren, Laugen und Salzen gemessen, woraus sich im 
Zusammenhalt mit anderen physikalischen Messungsergebnissen 
wertvolle Schliisse auf die Ladungs- und Jonisationsverhdaltnisse der 


Proteinionen ziehen lieBen. 
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E. Proteine als Kolloidelektrolyte 


Die bisher besprochenen Eigenschaften ‘der Proteine lieSen bereits — 
erkennen, daf eine Reihe derselben auf das-hohe Molekulargewicht 
der Proteine und damit ihr Auftreten im kolloiden Zustand, eine © 
andere Reihe von Eigenschaften auf ihre Dissoziation als amphotere 
Elektrolyte zuriickzufiihren ist. Die Proteine vereinigen beide Cha- 
rakteristika: sehr groBes Molekulargewicht, und hohe elektrische 
Aufladung in einem. MaBe wie wenige andere polymere Naturstoffe. 
Man darf aber diese Kombination der beiden Eigenschaften auch 
wohl als die tiefere Ursache fiir die auSerordentliche Variabilitat 
und Labilitat betrachten, deren die Proteine z.B. in Abhangigkeit 
vom pH des umgebenden Mediums fahig sind. Weiter auBert sich 
die Kolloidelektrolytnatur der Proteine in einer Anzahl charakteri- 
stischer physikalisch -chemischer Phaenomene, wie den Donn- 
angleichgewichten und Membranpotentialen, dem osmotischen Druck, 
der Viscositat, der Quellung, der Einwirkung von Neutralsalzen, der 
Symplexbildung, die nicht nur rein phaenomenologisch von Interesse ~ 
sind, sondern auch fiir die mit den Proteinen im Organismus ver- 
knupften physiologischen Verhaltnisse von Bedeutung sind. Im Fol- 
genden sollen, soweit noch nicht behandelt, die genannten Erschei- 
nungen einer kurzen Besprechung unterzogen werden. 


1.Donnangleichgewicht undMembranpotentiale. 
Wenn auf der einen Seite einer nur fiir Elektrolyte durchlassigen 
Membran sich eine Salzlésung z. B. Na Cl, auf der anderen Seite der- 
selben ein Kolloidelektrolyt z.B. NaR (Na-Proteinat) befindet, der 
die Membran nicht zu durchwandern vermag, so tritt eine Diffusion 
von Na Cl von der einen nach der anderen Seite der Membran ein, 
bis ein Gleichgewicht eingetreten ist. Schematisch lat sich der Zu- 


* stand zu Beginn und nach Erreichung des Gleichgewichtes folgender- 
mafen darstellen: 
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Bei Beginn im Gleichgewicht 


Nat.| Nat Nat | Nat 
he Set ta Re 
(1) (2) Fa ape SITS 





(1) (2) 
Ware kein Kolloidelektrolyt auf Seite (1) zugegen, so wiirden sich die 
Konzentrationen auf beiden Seiten durch Diffusion ausgleichen, bis 
rechts und links die gleichen Konzentrationen positiv und negativer 
Jonen herrschen. Ist jedoch ein Kolloidelektrolyt R— auf der einen 
Seite (1) vorhanden, so entsprechen diesem R~ einerseits Na+-Jonen, 
andererseits aber sind auch noch Natriumionen zugegen, welche den 
durch Diffusion eingewanderten Chlorionen entsprechen. Auf der 
anderen Seite der Membran befinden sich dagegen nur so viel Na- 
triumionen als den gleichzeitig vorhandenen Chlorionen entsprechen. 
Bezeichnet man die Konzentration der Jonen in Mol/L mit eckigen 
Klammern und die Membranseiten mit den Indices 1 und 2, so 
herrscht nach Donnan nach Erreichung des Ts ea die Be- 
ziehung: 
[Nat]: : : [Nat ]2 = es [Cl-]e: : [Cl—-]1 

oder mit anderen Worten, im Gleichgewicht ist das Produkt der Kon- 
zentration der Natrium- und Chlorionen auf beiden Seiten der Mem- 
brane das gleiche. Durch die Gegenwart des nicht diffusiblen Pro- 
- teinanions auf der Seite (1) wird also erreicht, da®&B sich hier mehr 
Natriumionen befinden als auf der anderen Seite der Membran. Es 
ist also 

[Na*]i > [Na*]2 | und ebenso umgekehrt 

[Ci] K [Cl— ]e ; 
Die Bedeutung der Donnangleichgewichte liegt darin, daB durch die 
Anwesenheit von nicht diffussiblen Kolloidelektrolytionen Konzen- 
trationsdifferenzen an Elektrolyten hervorgerufen werden, was phy- 
siologisch bei Systemen wie Blut und Kammerwasser, Blut und Li- 
quor cerebrospinalis, Verteilung der Jonen zwischen Blutkérperchen 
und Plasma, Wanderung von Jonen durch Zellmembranen -entgegen 
dem nattirlichen Konzentrationsgefalle von Bedeutung ist. (Keimling 
— Endosperm, Hefeplasma und AuBenflissigkeit.) 
Infolge der Konzentrationsdifferenz der Jonen auf beiden Seiten der 
Membrane kommt es zur Ausbildung von Membranpotentialen, 
deren Ableitung von Donnan mit Hilfe der Nernst’schen Formel 
durechgefiihrt wurde. Es ertibrigt sich im Einzelnen hierauf einzu- 
gehen, sondern zur Beleuchtung der Verhdlthisse mége ein Beispiel 
von J. Loeb gentigen, welcher sich sehr eingehend mit den Mem- 
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branpotentialen nach Donnan von Proteinlédsungen in Abhangigkeit 


von pH und Salkonzentration befaBte. 
EinfluB des pH auf die Wasserstoffpotentiale und die Membran- 
potentiale von Gelatirfechloridl6sungen beim osmotischen Gleich- 


gewicht. 


100 cem (1%ige isoelektrische Gelatine) 

enth. eem n/10 HCl Bi 2. Sea 6 8 10° 12;5 Lh BOs BO 
pH innen 4,56 4,31 4,03 3,85 3,33 3,25 2,85 2,52 2,13 1,99 
pH aufen 4,14 3,78 3,44 3,26 2,87 2,81 2,53 2,28 2,00 1,89 
pH Differenz - 0,22 0,53 0,59 0,59 0,46 0,44.0,32 0,24 0,13 0,10 
H'-Potential M. V. +24,7 31,0 34,5 34,5 27,0°25,8 18,8 14,0 7,6. 5,9 
Membranpoten- é 

tial m. V. +24,0 32,0 33,0 32,5 26,0 24,5 16,5 11,2 64 48 


Bei diesem Versuch wurde also durch pH-Messung die Konzen- 
tration der Wasserstoffionen in den Lésungen innerhalb und auBer- 
halb der Membran nach Erreichung des Diffusionsgleichgewichtes 
ermittelt und aus der Differenz durch Multiplikationen mit dem 
aus der Nernst’schen Gleichung stammenden Faktor 59 das Wasser- 
stoffpotential an der Membran berechnet. Andererseits wurde das 
Membranpotential nach Analogie der Konzentrationsketten mit 
Kalomelelektroden unmittelbar gernessen. Vergleicht man die Milli- 
voltwerte der untersten Reihe mit jenen der vorletzten Reihe, so ~ 
wird man eine sehr befriedigende Ubereinstimmung fesistellen, 
womit die Richtigkeit der von Donnan entwickelten GesetzmaBig- 
keit bewiesen ist. Andrerseits zeigten diese und viele andere Mes- 
sungen von Jacques Loeb, daB sich mit Hilfe der Membranpoten-. 
tiale in ganz analoger Weise wie mit anderen physikalischen Metho- 
den der gleiche ,,Gang“ der Eigenschaften einer Proteinlésung in 
Abhangigkeit von pH und Elektrolytgehalt nachweisen 1a8t. 


2,.O0smotischer Druck. 


Durch die Anwendung der von Donnan entwickelten GesetzmaBig- 
keiten namlich der Jonengleichgewichte und der Potentiale zu bei- 
den Seiten einer Membrane- auf die Messung des osmotischen 
‘Druckes von Proteinlésungen war eine exakte Auswertung derarti- 
ger Messungen erst méglich geworden. Sie wurden in einer groBen 
Zahl sehr sorgfaltiger Arbeiten von S.P. L. S6rensen, spater auch 
von G.S. Adair vorgenommen. 

_ Die Veranderungen, wélche EiweiSlosungen unter dem Einflu8 von 
Sauren, Basen und Salzen, in ihren Dissoziationsverhaltnissen er- 
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‘fahren, werden in ihrem osmotischen Druck sinnfallig zum Aus- 
druck gebracht. Die erhaltenen Kurven mit ihrer typischen Maxi- 
mumbildung und ihrem allgemeinen Verlauf gleichen jenen, wie 
sie auch mit Hilfe der Viscositét oder der Leitfahigkeit als MeB- 
methode erhalten werden. 


3. Viscositat. 


Auf die Viscositat als MeBmethode physikalisch-chemischer Ver- 
anderungen der Proteinmolekiile braucht hier nicht mehr ein- 
gegangen werden, nachdem weiter oben anlaBlich des Sdure- und 
Basenbindungsvermégens diese Methode ausfiihrlich behandelt 
wurde. Am Schlusse dieses Kapitels wird im Zusammenhang mit 
theoretischen Erdrterungen auch nochmals auf die Viscositat von 
Proteinlésungen eingegangen werden. 


4,.Quellung. 


Werden bei einem hochmolekularen-Stoff durch Hinzutritt von 
Wasser eine gentigend groBe Zahl von hydrophilen Gruppen hydra- 
tisiert, so geht der Stoff gegebenen Falles unter Dissoziation in ein- 
fachere niedriger molekulare Spaltstiicke in Losung z. B. Albumin. 
Sind jedoch Gruppen im Molekul vorhanden, die von Wasser nicht 
hydratisiert werden und welche den Zusammenhalt der einfacheren 
Molekiile zu komplizierten Molektilgruppen besorgen, so kann der 
Fall eintreten, daB das Wasser unter Hydratation an die hydro- 
philen Gruppen herantritt, den ganzen Molekiilverband lockert, 
ohne ihn jedoch so zu lockern, da8 er in Losung ginge. Eine solche 
Erscheinung tritt auBerlich als Quellung auf. Die Mengen an Quel- 
lungswasser, die in das Innere der Molekilverbaénde aufgenommen 
werden, konnen oft sehr erhebliche sein und ein Vielfaches des 
Trockengewichtes der ungequollenen Substanz-erreichen. Ein Prote- 
in, an dem die Quellungserscheinungen viel studiert wurden, ist die 
Gelatine, auch der Kleber, ein Gemisch von Gliadin und Glutenin 
aus dem Weizen, ist ein geeignetes Versuchsobjekt. Zwischen der 
Viscositat einer Proteinldsung und der Quellung eines unléslichen 
Proteins bestehen weitgehende Analogien. Die Quellung ist z.B. 
im isoelektrischen Punkt am geringsten,,sie nimmt unter dem Ein- 
fluB von Sauren und Basen sehr stark zu (kann u. U. zur Losung 
fiihren), Neutralsalze wirken entquellend, wobei auf Proteinkationen 
Salzanionen, auf Proteinanionen umgekehrt Kationen nach Mab- 
gabe ihrer Wertigkeit reagieren. 
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Quellungserscheinungen sind fiir die im Organismus in unldslicher 

Form -vorhandenen Proteine z. B. in Geweben, Muskel von grofer 

physiologischer Bedeutung, ebenso spielen sie fur die Struktur und 

den kolloiden Zustand des halbfliissigen Protoplasmas eine wich- 

tige Rolle. ; 
5. Proteine und Neutralsalze. 


Nicht nur zwischen Proteinen und Sauren und Basen herrschen enge 
Beziehungen, sondern auch die Neutralsalze vermégen mit den 
Proteinen in Gegenwart und in Abwesenheit von Séuren und Ba- 
sen in Wechselwirkung zu treten und dabei oft.in erheblicher Weise 
die Eigenschaften des Proteins zu beeinflussen. Die Wirkung der 
Neutralsalze kann sich auf isoelektrisches Protein, auf wunldsliche 
und ldsliche Proteine (z.B. Lésung der Gelatine, Aussalzung ge- 
léster Proteine) und auf Einwirkungen auf die durch Sauren oder 
Basen hervorgerufenen Proteinkationen und Anionen erstrecken. 
Die im Abschnitt ,,[soelektrischer Punkt“ diskutierten GesetzmaBig- _ 
keiten gelten streng genommen nur, wenn im Medium praktisch 
keine Salze zugegen sind, weshalb man bei Bestimmung des I. P. 
die Pufferkonzentration zur Festlegung der [H'] méglichst niedrig 
z.B, 0,005n halt. Werden Salze zugesetzt, so kann man beobachten, 
da8 Kationen den I. P. in Richtung hoherer, Anionen in Richtung 
niedrigerer pH-Werte, also in saurer Richtung verschieben. Der 
Effekt hangt ab von der Wertigkeit und den spezifischen Eigen- 
schaften der Jonen, und bei ein und demselben Elektrolyten von 
der Jonenstirke (“). Unter dieser versteht man den Ausdruck 
u = eee Darin ist ¥ e¢ die Summe der molaren Konzentration 
(c) und Z die Wertigkeit aller Jonen. Bei der Bestimmung des I. P. 
ist also auf die etwaige Gegenwart von Salzen Riicksicht zu neh- 
men, wenn die erhaltenen Werte Anspruch auf Zuverlassigkeit _er- 
heben wollen. , 

Bei einer Reihe von Proteinen wirkt sich der Einflu8 der Neutral- 
salze in der Erméglichung ihrer Léslichkeit aus. Die Globuline sind 
geradezu dadurch gekennzeichnet,-da8B sie erst in Gegenwart von 
Salzen in Lésung zu gehen vermégen. Zur Erklarung der léslich- 
keitsfordernden Salzwirkung sei daran erinnert, daB die chemisch 
verschieden konstituierten Seitendste der Peptidketten teils sauren, 
teils basischen Charakter tragen, wodurch die Zwitterionennatur 
der Proteine zustande kommt. Die Zwitterionen vermogen durch 
gegenseitige elektrostatische Attraktion eine Art von inneren Sal- 
zen zu bilden, wodurch je nach dem Ausmaf dieser gegenseitigen 
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Absattigung die Loéslichkeit der Proteine stark herabgesetzt oder 
ganzlich aufgehoben werden kann. Soll das Protein in Lésung gehen, 
so mu} sich Wasser unter Hydratation an elektroytisch dissoziier- 
bare (oder lyophile) Gruppen anlagern, wodurch die Attraktions- 
krafte tiberwunden werden. Neutralsalze haben nun die Fahigkeit, 
selbst oft schon in schwacher Konzentration die elektrostatische 
Attraktion der Zwitterionen erheblich zu reduzieren, woraus eine 
erhohte Loslichkeit folgt. Und zwar haben sowohl Kationen wie 
Anionen diese Wirkung, wobei die Wirkung selbst proportional 
dem Quadrat der Jonenwertigkeit ist. Auch hier erweist sich der 
Salzeffekt wieder als eine Funktion der vorhin erwahnten Jonen- 
starke. Bei ein- einwertigen Salzen findet man bei konstantem 
Kation die Reihe 


CNS *J *NOs > Br > Cl >F 


und bei konstantem Anion die Reihe Li » Na »K >» NH, > Rb > Cs. 
Da die Anionen und Kationen infolge .dieser spezifischen Effekte 
nicht gleich stark wirken und in unterschiedlicher Weise an das 
Protein angelagert werden, muB8 eine einseitige Ladung und damit 
die Tendenz zur Dispersion und zum Inlésung gehen die Folge sein. 
Wahrend also die Erhéhung der Léslichkeit eines Proteins unter 
dem Einflu8B von Neutralsalzen auf der Schwachung der Coulomb- 
schen Attraktionskraéfte zwischen entgegengesetzt geladenen Grup- 
pen beruht, kénnen die Salze in héheren Konzentrationen die Lés- 
lichkeit dadurch herabsetzen, daB sie Wasserdipole aufnehmen und 
gewisserma8en fiir sich beschlagnahmen. Sie wirken damit auf das 
geloste Protein dehydratisierend, sodaB es schlieBlich sich aus der 
_-Loésung unloslich abscheidet (Aussalzungseffekt). Die quantitativen 
Beziehungen zwischen Aussalzeffekt, Salzkonzentration und Prote- 
inléslichkeit wurden hauptsachlich von Cohn studiert. Bezeichnet 
S die *Léslichkeit des Proteins ‘in der Salzlésung, # eine mit pH 
und Temperatur wechselnde und die amphoteren Eigenschaften 
ausdriickende Konstante und K’s einen charakteristischen GréBen- 
wert einer gegebenen Salz-Proteinkombination (Aussalzungskon- 
stante), so gilt 


log S= 8 — K’s ww, 


wobei uw wieder die Jonenstaérke derstellt. Mit Hilfe dieser Aus- 
salzungskonstante lassen sich Proteine charakterisieren und diffe- 
renzieren. Besonders Phosphatpuffer haben sich fiir solche Zwecke 
als sehr geeignet erwiesen, weil sie in groBer Aussalzungsstatke, 
definiertem pH und Jonenstarke hergestellt werden kénnen. Car- 
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boxyhaemofglobin von Mensch und Tier, ferner Carboxymyoglobin 
und Carboxyhaemoglobin des Pferdes konnten auf diese Weise mit 
Hilfe der 6 — und K’s — Werte leicht unterschieden werden. 


Eine letzte Wirkung der Neutralsalze bezieht sich auf die durch 
Sduren oder Basen positiv oder negativ aufgeladenen Proteinionen. 
Hiertiber liegen insbesondere von Wo. Pauli, ferner S. P. L. Soren- 
sen und J. Loeb ausgedehnte Untersuchungen vor, die sich ver- 
schiedener physikalisch-chemischer Methoden z.B. der viscosime- 
trischen, der osmometrischen und der Messung von Donnangleich- 
gewichten und Membranpotentialen bedienten. Samtliche Metho- 
den erbrachten tibereinstimmend den Nachweis, dai die Neutral- 
salzwirkung in einer Zurtickdrangung der durch Saure oder Lauge 
bewirkten Jonisation des Proteins, in einem Absinken seiner freien 
Ladung beruht, wobei eine Herabsetzung der Aktivitét des be- 
treffenden Gegenions und schlieBlich eine Anlagerung der Neutral- 
salzionen an das Protein erfolgt. Der Salzeffekt zeigt sich z. B. 
in einer Herabsetzung von Viscositat,, osmotischen Druck, Mem- 
branpotential einer durch Sdure bis zur maximalen Entwicklung 
dieser Eigenschaften gebrachten Proteinlésung unter dem EinfluB 
zugesetzter Neutralsalze. Es ist das Verdienst von Loeb, bewiesen 
zu haben, daB bei genau festgelegtem pH auf Proteinkationen nur 
Salzanionen und zwar nach MaBgabe ihrer Wertigkeit (bzw. Jonen- 
starke), auf Proteinanionen hingegen Salzkationen entsprechend 
ihrer Wertigkeit wirksam sind. Aus den neueren Arbeiten Wo. 
Paulis geht jedoch hervor, daB dem unverkennbaren Einflu8 der 
Wertigkeit, wonach z.B. Sulfate auf. positive Proteine bedeutend 
starker wirken als Chloride, doch ein ausgesprochener EinfluB der | 
spezifischen Joneneigenschaften bei gleicher Wertigkeit festzustellen 
ist, woftr folgender kurzer Auszug aus einer Tabelle Wo. Pauli’s 
als Illustration dienen mag: 4 F : 


1,58%iges Serumalbumin + 0,2n HCL, Konzentration der zugesetz- 


ten Salze 0,03 n. ‘ Viscositat 7 
ohne Salz 1,641 
mit Na Cl 1,262 

ATAOr 1,229 
ES NS, 1,187 
«, C Cls COO Na 157 


~« BD ON 1,135 


6. Proteinkomplexe. 


In der Natur kommen die Proteine fast immer als Symplexe d.h. 
in Verbindung mit Kristalloiden oder Kolloiden vor. Die Bindung 
zwischen dem Protein und dem Symplexpartner kann sehr ver- 
schiedener Natur sein und teils auf van der Waal’sche Kohasions- 
krafte zwischen ungeladenen Gruppen, teils auf Coulomb’sche 
Attraktionskrafte zwischen entgegengesetzt geladenen Gruppen 2zu- 
ruckgefthrt werden. Die hauptsachlichsten Arbeiten tiber Protein- 
symplexe stammen von dem polnischen Forscher Stephan von Przy- 
lecki und dem hollandischen Forschéer H.G. Bungenberg de Jong. 
Letzterer unterscheidet je nach der Zahl der an der Symplex- 
bildung teilnehmenden Jonen folgende Typen: 


1. Unikomplexe, zwischen Amphionen. 
2. Dikomplexe, zwischen Kationen und Anionen. 
3. Trikomplexe, zwischen Kationen, Anionen und Amphoionen. 


Ein unikomplexes System 1a8t sich bildlich folgendermaBen ver- 
-anschaulichen: 


(+) =) 


Zwei Amphionen sind also durch elektrostatische Attraktionen ihrer 
negativen und positiven Gruppen wechselweise in Bindung ge- 
treten (gestrichelte Linien). Als Beispiel fiir diesen Typ waren die 
Globuline an ihrem isoelektrischen Punkt zu nennen. 


Ein Beispiel fiir ein Dikomplex ware die Vereinigung von 2 kolloi- 
den Jonen nadmlich positiv geladene Gelatine Ri (+) mit negativ 
geladenem Ca-arabinat R» (—), welche sich wie folgt darstellen 
wurde: 


Fis tss) (+) Ri 


Ri (4) Ae ONG, 


Von allgemeinen Eigenschaften der Komplex-Systeme sind zu 
nennen: Die Ladung der Zwischenschicht zwischen Komplexsystem 
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und umgebender Gleichgewichtsfliissigkeit wird durch das Verhalt- 
nis der das System aufbauenden Komponenten bestimmt. Herrscht 
ein Komplexpartner vor, so beherrscht dieser die Ladung der Zwi- 
schenschicht, wahrend beim Ausgleich beider, die Zwischenschicht 
ungeladen bleibt. In diesem Falle ist der Wassergehalt des Kom- 
plexes ein Minimum. Der Wassergehalt (und folglich der Grad der 
Dehydratation auf Grund der Coulomb’schen Attraktion) ist fur die 
Erscheinungsform des Komplexsystems von groBem EinfluB, es 
kann die Form eines Komplexsoles — Coazervates — Flocken an- 
nehmen und in besonderen Fallen sogar die Kristallform aufweisen. 
Der Zusatz von Neutralsalzen schwacht die elektrostatische An- 
ziehung und verringert infolgedessen die komplexe Bindung, oder 
bricht eine solche auf. Die Aktivitat der Neutralsalze wird auch 
hier wieder durch die Valenzregel beherrscht. Ftir Salze mit 1 wer- 
tigem Kation und ein-, zwei- und dreiwertigen Anion gilt (1—1) < 
(1—2) < (1—3), und umgekehrt fiir mehrwertige Kationen bei ein- 
wertigem Anion (1—1) < (2—1) < (3—1). 


Infolge der Tatsache, da die Jonen eines Neutralsalzes sich un- 
gleich anlagern, kénnen Kombinationen von einwertigem Kation 
mit mehrwertigem Anion negativierend, solche von 1 wertigen 
Anion mit mehrwertigem Kation positivierend auf die Zwischen- 
schicht wirken. 


Zusatze von dehydrierenden Agentien wie Alkohol oder Azeton 
verstarken die Komplexbildung infolge Erniedrigung der Dielektri- 
zitatskonstante und der damit verbundenen Verstarkung der Cou- 
lomb’schen Krafte. 


Die hier von allgemeinen Gesichtspunkten nur kurz betrachtete 
Symplexbildung von Proteinen mit anderen kolloiden oder kristal- 
loiden Partnern spielt in den Zellen und Geweben der Organismen, 
bei der Darstellung von Proteinen, aber auch bei technischen Pro- 
zessen, wo Proteine mit anderen Substanzen in einem Medium zu- 
Ssammen auftreten (wie Wiirze und Bier) eine wichtige Rolle. Nach- 
dem, wie angedeutet wurde, die Symplexbildung gréBtenteils durch. 
die elektrische Ladung der Partner bedingt ist und diese durch 
Milieueinfltisse wie pH-Anderung, Salzkonzentration u.a. beein- 
fluBt wird, ist es verstandlich, da8 bei Milieuveranderungen auch 
Anderungen im Gefiige von Symplexen beobachtet werden, wie 


dies z. B. fir die Protein-Tanninverbindungen tatsdchlich der 
Fall ist, 
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7. Zusammenfassung: Theorie der Elektrolyt- 
wirkung auf Proteine. 


Die bisherigen Betrachtungen haben das Proteinmolekiil in seiner 
Wechselwirkung mit Elektrolyten und zuletzt auch mit anderen 
Kolloidionen unter verschiedenen Aspekten erscheinen lassen. Dabei 
wurde im Wesentlichen das Hauptgewicht auf die zu beobachtenden 
Erscheinungen, also auf die phaenomenologische Seite gelegt und 
die Theorie nur soweit als nétig beriihrt. Zur Abrundung und Zu- 
sammenfassung des Gebrachten, soll nunmehr noch in gedrangter 
Kiurze auf die Theorie eingegangen werden. 


Das schon lange bekannte und zur Grundlage theoretischer Uber- 
legungen gemachte Grundexperiment ist die Erhéhung der Viscositiat 
einer Proteinl6sung nach Zusatz von Saure oder Alkali, die Er- 
reichung eines Maximums und die bei weiterem Zusatz von Sdure 
oder Alkali sodann erfolgende Abnahme der Viscositaét. Lacqueur 
und Sackur deuteten dieses Verhalten derart, daB sie den unter 
dem EinfluB8 von Sauren oder Alkalien sich bildenden Proteinionen 
eine starke Hydratation, also Wasserbindung zuschrieben, welche 
sich in einer Zunahme der inneren Reibung manifestiert. Der Riick- 
gang der Viscositat bei starkerem Sdaure- oder Basenzusatz erklart 
sich aus dem Massenwirkungsgesetz dadurch, dai die Dissoziation 
der Proteinionen zuriickgedrangt und damit die Hydratation ver- 
ringert wird. Diese Theorie wurde von Wo. Pauli und seinen Mit- 
arbeitern in zahlreichen Arbeiten weiter ausgebaut und vertieft. 


Darnach- ist das Proteinmolekiil, wenn es in wdasseriger LOsung vor- 
liegt, hydratisiert, d.h. Wassermolektile werden als Dipole vom Pro- 
teinmolektil teils fest gebunden, teils so beeinfluBt, daB®B sie ihre 
freie Beweglichkeit weitgehend verlieren, damit als eine ,,Hiille“ 
den Umfang des Protein-Teilchens vergré8ern und seine Beweglich- 
keit und andere physikalisch-chemische Eigenschaften ‘desselben be- 
einflussen. Die Einwirkung von Sduren oder Alkalien auf Proteine 
besteht nun, wie erwahnt, in einer Protonaufnahme oder Proton- 
abgabe durch das Proteinmolektil, wodurch dieses positiv bezw. 
negativ aufgeladen wird: Aus den im elektrolytfreien Eiweifi haupt- 
sachlich vorliegenden Zwitterionen werden so Proteinkationen oder 
Proteinanionen. Pauli bezeichnet die der gesamten gebundenen 
Sdure oder Lauge entsprechende Aufladung als Gesamtladung. Doch 
diese gentigt noch nicht, um ein verlaBliches Urteil ber den Disso- 
ziationszustand des Proteinions abzugeben, denn dazu gehodrt auch 
die Kenntnis, in welcher Weise sich die Gegenionen, z. B. bei HCL 
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Cl-Jonen, bei NaOH Na-Jonen verhalten, z. B. sich ans Eiweib- 
molekiil anlagern, assoziieren oder als Bestandteile einer das 
Proteinteilchen umgebenden_Jonenhtille die Eigenschaften desselben 
beeinflussen, Die Versuche zeigten nun und zwar tberzeugend auf 
dem Wege potentiometrischer Jonenaktivitétsmessungen, da die 
Gegenionen mit zunehmendem Salzsaurezusatz fortschreitend in- 
aktiviert und vom positiven Proteinion festgehalten werden. Damit . 
aber tritt eine Verminderung der Gesamtladung ein und nach aufen 
macht sich eine geringere Ladung bemerkbar, als sie den aufgenom- 
menen Protonen entspricht. Diese nach auBen wirkende Ladung 
nennt Pauli die freie Ladung. Mit diesem Vorgang ist zugleich eine 
Abnahme der Hydratation der Proteinteilchen verbunden, die unter 
Umstanden bis zur Unloslichkeit des Proteins fiihren kann (EiweiB- 
koagulation durch starke Sauren). Der Rtickgang der freien Ladung 
kann ebenso erreicht werden, wenn nach Erreichung des Viscositats- 
maximums der Proteinldsung Neutralsalze z.B. Natriumchlorid zu- 
gesetzt werden. Pauli’s Theorie besagt also, daB sich parallel mit 
der freien Ladung auch die Hydratation der Proteinionen verdndert 
und dai jede Veranderung der Hydratation entsprechende Ver- 
anderungen verschiedener anderer Eigenschaften, wie Viscositat, 
osmotischer Druck, Wanderungsgeschwindigkeit ete. zur Folge habe 
und zwar treten alle diese Verénderungen beim gleichen pH-Wert 
jeweils ein. In den letzten Arbeiten gibt Pauli besonders bezuglich 
des Verlaufes der Viscosititskurve noch einige interessante Er- 
klarungen. Diesen zufolge kann man sich die Zunahme der Viscosi- 
tat bis zum Maximumwert so vorstellen, da&B unter der Wirkung 
der Protonaufnahme und der damit verbundenen Aufladung in- 
traionische AbstoBungskrafte Assoziate im EiweiSmolekiil auf- 
lockern und spreiten, sodaB unter Wasserblockierung Aggregate mit 
groBerem Volumen entstehen. Dieses Lockeraggregat wird mit Ab- 
nahme der freien Ladung als Folge der Inaktivierung und Anlage- 
rung der Gegenionen — unter entsprechendem Viscositatsabfall — 
wieder zu einem dichteren Assoziat mehr oder minder zurtick- 
gebildet. Da hiebei intramolekular immer ein Rest einsinniger, 
lonischer Krafte ubrig bleibt, kann der Entladungseffekt niemals 
bis zum urspriinglichen elektrolytfreien Zustand des Proteins fuih- 
ren, was das Experiment auch bewies. 


Im Gegensatz zu der heute vielfach acceptierten und gut fundierten 
Theorie von Wo. Pauli grundete J. Loeb seine Theorie auf das 
Donnan-Membrangleichgewicht. Fur den osmotischen Druck ferner 
fur Quellungserscheinungen an unloslichen Proteinen st6&t die An- 
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nahme der Giltigkeit von Membrangleichgewichten auf keine 
Schwierigkeiten. Loeb nimmt aber auch fiir Gelatinel6sungen 
Aggregate von Gelatinemolektilen an, die als Teilchen aufgefa8t 
werden. sollen, deren Quellung und damit auch Viscositat von den 
Membrangleichgewichten beherrscht wird. Auch Loeb beansprucht 
fiir seine Theorie als Sttitze, daB die Maxima fiir osmotischen Druck, 
Quellung, Viscositat auf den gleichen pH-Wert fallen und ferner 
noch besonders die Valenzregel. 


Die Loeb’sche Theorie stellt lediglich eine andere Deutung der Er- 
scheinungen dar. Die Arbeiten Loebs tiber die Membranpotentiale 
und das Donnangleichgewicht haben in vielen Einzelheiten eine 
wertvolle Bestatigung des mit ganz anderen*Methoden erhaltenen 
Erscheinungsbildes gebracht. 
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F. Einteilung der Proteine 


Im Gegensatz zu den anderen im Pflanzen- und Tierreich vorkom- 
menden Naturstoffen, wie Zellulose, Starke, Fette, welche mit wenig 
abweichenden Eigenschaften und infolgedessen ziemlich unspezifisch 
im Naturreich vorkommen, findet man bei den Proteinen eine sehr 
weitgehende Spezifitat, die sich oftmals nicht nur auf die einzelne 
Pflanzen- oder Tierart sondern dartiber hinaus auf die einzelnen Or- 
gane der betreffenden Art erstreckt. Die Spezifitat kann eine so 
feine sein, daB sie mit rein chemischen Methoden nicht mehr sicher 
feststellbar ist, wohl aber mit biologischen Methoden auf dem Wege 
der Immun- bezw. Praecipitinreaktion sicher nachweisbar wird. 
Wenn wir also von einem Albumin sprechen, so erweist sich zwar 
das in pflanzlichen Samen vorkommende, ferner das im Ei und im 
Serum auftretende Albumin nach chemischer und physikalischer 
Richtung einander ahnlich, durch die biologische Methode 14Bt sich 
jedoch einwandfrei ein Unterschied zwischen dem Albumin von 
Huhnern- und Enteneiern nachweisen. Bei der ungeheuren Varia- 
tionsmoglichkeit, die sich durch die verschiedene Anordnung der ca. 
25 Aminosauren im Proteinmolekiil ergibt, findet die beobachtete 
feine Differenzierung der Proteine leicht ihre Erklarung. 


Die allgemeine Einteilung der Proteine erstreckt sich demgemaB 
auf die durch chemische und physikalisch-chemische Methoden zu be- 
griindenden Unterschiede und umfa8t in empirischer Weise all- 
gemeine Gruppen von Proteinen. Man ist gewohnt, folgende Grup- 
pen zu unterscheiden: 


1, Einfache Proteine (Albumine, Globuline, Prolam ine: Prota- 
mine und Histone) 
Gerustproteine (Kollagen, Keratin, Fibroin etc.) 


2. Zusammengesetzte Proteine oder Proteide (Phosphor — Nu- 
cleo — Glyco — und Chromoproteide.) 
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‘1. Einfache Proteine. 


Diese kénnen im allgemeinen einfach dadurch charakterisiert wer- 
den, daB sie bei der Hydrolyse mit Sduren oder Fermenten als letzte 
Bausteine nur Aminosauren liefern. 


a) Albumine. 


Sie sind vor allem durch ihre Léslichkeit in salzfreiem Wasser aus- 
gezeichnet, losen sich aber natitrlich auch in verdiinnten Sduren, 
Alkalien und Salzlosungen auf. In L6sung sind sie durch Hitze 
koagulierbar und zwar am besten bei schwach saurer Reaktion. In- 
folge der besseren Léoslichkeit sind sie schwerer fallbar als die Glo- 
buline, z. B. nicht aussalzbar durch Na Cl bei Sattigung und neu- 
traler Reaktion, auch nicht durch Sattigung mit MgSO:. Dagegen 
durch Sattigung mit MgSO. + NaCl, oder durch Sattigung mit NaCl 
oder MgSO, bei saurer Reaktion. Halbsattigung mit (NHa)2 SO, 
fallt nicht (dagegen Globuline). Totalsattigung mit (NHa)2SO. fallt 
sie aus. Die Albumine enthalten kein Glycocoll, geben sonst alle 
Eiweif-Farben- und Fallungsreaktionen. 
Einige Albumine, z.B. Eialbumin neuerdings auch Leucosin sind 
kristallisiert erhalten worden. Sie sind in wasseriger Lésung meist 
bedeutend mehr dispergiert als die Globuline. Ihre MolatgréBe liegt 
in der Nahe von 30000. Die wichtigsten tierischen Albumine sind 
das Serum-Ei- und Lactalbumin. Das Eialbumin enthalt unter seinen . 
Hydrolysenprodukten ca. 15% Glukosamin, es gehért also eigentlich 
zu den Glycoproteiden, wird aber infolge seiner Albumineigen- 
schaften hierher gerechnet. Das in Pflanzen weitverbreitet vor- 
kommende Albumin heiBt Leucosin, durch NaCl und MgSO, aus- 
fallbar; auch in Pilzen, z.B. der Hefe, kommt ein Albumin, genannt 
Cerevesin vor. 


b) Globuline. 

Sie sind unléslich in reinem Wasser, dagegen léslich in Neutralsalz- 
]6sungen, aus denen sie durch starkes Verdiinnen mit Wasser (aber 
nicht immer) gefallt werden. Ebenso werden sie beim Dialysieren 
der salzhaltigen Lésungen gefallt und kénnen damit von den Al- 
buminen getrennt werden. Auf erdem sind sie als amphotere Elek- 
trolyte in Saduren und Alkalien ldslich. Durch Sattigung mit 
MgSOu, teilweise auch mit NaCl werden sie gefallt, ebenso durch 
Halbsattigung mit (NH:)2SO.:. Damit lassen sie sich von den Al- 
buminen, die erst bei Totalséttigung mit Ammonsulfat gefallt wer- 
den, trennen. Die Globuline werden ebenso wie die Albumine in der 
Hitze denaturiert und koaguliert. In Lésung sind sie in weit hoherem 
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MaBe kolloid als die Albumine, ihr Molatgewicht ist bedeutend 
groBer als das der Albumine. Die wichtigsten tierischen Globuline 
sind das Serum-(Milch-) und Eiglobulin; das letztere enthalt Gluko- 
samin, ferner zahlreiche Organglobuline wie das Kristallin der Linse 
des Auges, das Thyreoglobulin der Schilddrtise, das Myosin in 
Froschmuskeln und andere mehr. 


Die Pflanzenglobuline: 


Die alteren Arbeiten tiber die EiweiSkorper in Pflanzen stammen 
von Ritthausen, die neueren Aufklarungen von T.B. Osborne. Os- 
borne hat viele Pflanzen und Pflanzensamen auf die in ihnen ent- . 
haltenen EiweiBkorper untersucht und fand, da sie innerhalb ein 
und derselben Art konstante Zusammensetzung aufwiesen, da aber 
bei verschiedenen Arten kleine Differenzen auftreten, die um so 
groBer werden, je weiter sich die Arten verwandtschaftlich entfer- 
nen. Diese chemisch feststellbaren Differenzen lassen sich auch auf 
biologischem Wege (Immunisierung) nachweisen. ; 
Die SameneiweiBkorper sind durchwegs einfache Proteine, und nach 
Osborne phosphorfrei. Ihrem Ld6slichkeitsverhalten nach gehéren 
sie meist zu den Globulinen, unterscheiden sich aber von den tieri- 
schen Globulinen durch folgende Reaktionen: z 


1. Durch das verschiedene Verhalten gegeniiber aussalzenden 
Neutralsalzen. 


2. Durch die schwerere Koagulierbarkeit. Zur vollkommenen 
Hitzekoagulierung ist gentigend Aziditat notwendig. 


3. Teilweise durch ihre Loslichkeit in verdiinnten Salzlésungen, 
indem zur Lésung oft héhere Salzkonzentrationen erforderlich 
sind, als bei den tierischen Globulinen. 


4. Durch ihr Bindungsvermégen fiir SAuren und Alkalien, mit 
denen sie oft kristallisierte Salze, wie z. B. das Edestin bilden. 


Das weitverbreitetste pflanzliche Globulin ist das Edestin, ferner 
Phaseolin (Bohne), Legumin (Hulsenfrtichte), Conglutin, Glycinin 
usw. Neben diesen in verdiinnten Salzlésungen léslichen Globulinen 
treten noch einige verwandte Proteine in Pflanzensamen auf, die 
sich durch ihre Léslichkeit in konzentrierten warmen Salzlésungen 
auszeichnen, z.B. das Avenalin des Hafers, das aus der warmen Lé- 
sung auskristallisiert. Ferner gibt es Proteine vom Globulintyp, die 
weder in Wasser, noch Alkohol, noch Salzlésungen léslich sind, da- 
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gegen sich in Saéuren und ganz besonders in verdiinnten Alkalien 
losen. Diese Art nennt man nach Osborne Glutenin, Genauer unter- 
sucht ist das Glutenin des Weizens, doch kommen auch in der Gerste, 
im Hafer, Reis und Mais ahnliche Proteine vor. Sie werden aus der 
alkalischen Lésung bei genauem Neutralisieren mit Essigsaure ge- 
fallt, sind aber oft auBerst schwierig rein darzustellen, da sie von 
anderen Kolloiden z. B. Gummikérpern, hartnackig begleitet werden. 


c)Alkohollésliche Pflanzenproteine(Prolamine) 


Die Samen vieler Cerealien enthalten durch ihre Léslichkeit auBerst 
charakteristische Proteine, die weder sonst im Pflanzenreiche, noch 
im Tierreiche beobachtet sind. Sie lésen sich leicht in Alkohol von 
ca. 70% auf und werden aus dieser Lésung durch Verdiinnen mit 
Wasser, oder aber durch reichen Zusatz absoluten Alkohols gefallt. 
Ferner sind sie in Alkalien und Sauren léslich. Die Salze dieser 
Proteine mit Sduren werden von Neutralsalzen als der Lésung ge- 
fallt, die mit Basen bereits durch Karbonate. Chemisch sind sie aus- 
gezeichnet durch hohen Gehalt an Prolin und auffallend hohen Ge- 
halt an Glutaminsdure, weshalb sie Osborne Prolamine nannte. 
Lysin dagegen fehlt meist ganzlich. Ammoniakstickstoff ist reich- 
lich vorhanden. 

Der bekannteste Vertreter dieser Gruppe ist das Gliadin des Weizen- 
endosperms, das als eines der tberhaupt bestbekannten Proteine 
gelten kann. Es kommt mit dem Glutenin vor und bildet mit diesem 
zusammen eine kolloide Adsorptionsverbindung, den Kleber, der 
fiir die einzigdastéhende Backfahigkeit des Weizenmehls verant- 
wortlich ist. Die physikalisch-chemischen Eigenschaften dieser b2i- 
den Proteine und damit die kolloiden Zustandsanderungen des Kle- 
bers werden als die wesentlichen Ursachen der verschiedenen Back- 
fahigkeiten der einzelnen Weizensorten erkannt. 


Im Roggen kommt das gleiche Gliadin wie im Weizen vor, dagegen 
ist es noch nicht gelungen ein analoges Glutenin.daraus herzustellen. 
In der Gerste (Endosperm) kommt neben etwas Leucosin und Edes- 
tin und einem Gluteninahnlichen Korper das Prolamin ,,Hordein“ 
vor, das von Osborne und Clapp, ferner von Kleinschmidt hydroly- 
siert wurde. Bei der Keimung soll es in ein anderes Prolamin, das 
Bynin tibergehen, doch konnte Liiers die Identitat der beiden durch 
eine durchgefiihrte van Slyke-Hydrolyse nachweisen. Im Mais 
kommt als Prolamin das Zein vor, das sich von den anderen durch 
seine Léslichkeit in hochprozentigem Alkohol (96%) auszeichnet. In 
absolutem Alkohol und in Wasser ist es unloslich. 
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d)Protamine und Histone. 


Diese Gruppe gehort zu den einfachsten aller bekannten Proteine 
und ist dadurch ausgezeichnet, da8 an ihrem Aufbau nur eine relativ 
geringe Anzahl von Aminosaureh beteiligt sind, weshalb sie sich 
ganz besonders gut zu experimentellen Studien tiber die Konsti- 
tutionsaufklarung der Proteine eignen. Unter den aufgefundenen 
Aminosauren tiberwiegen die zweibasischen oft ganz bedeutend die 
Monoaminosdauren, in manchen Proteinen ist z. B. das Arginin bis zu 
85% aller Aminosauren vertreten. Dadurch besitzen die Protamine 
und Histone einen ausgesprochenen basischen Charakter und bilden 
mit Sduren:Salze. Die Protamine werden vorwiegend im Sperma, 
besonders der Fische gefunden und nach der Fischart z.B. Salmin, 
Sturin, Clupein etc. genannt. Mit anderen Eiweif8stoffen geben die 
Protamine bei schwach ammoniakalischer Reaktion Niederschlage. 
Die Histone unterscheiden sich von den Protaminen dadurch, da sie 
einen geringeren Gehalt an Hexonbasen (Arginin-, Lysin, Histidin) 
enthalten und niemals frei, sondern gebunden an andere Stoffe z. B. 
Nucleinsaéuren vorkommen, z.B. im Nuclein in Zellkernen, in der 
Thymusdriise, in unreifen Fischspermatozoen, in Verbindung mit 
Haematin im Haemoglobin, in welchem der EiweiSpartner, das Glo- 
bin, ein Histon ist. In Pflanzen sind Protamine und Histone 
bisher nicht nachgewiesen, weshalb hier auch nicht nadher auf sie 
eingegangen werden soll, ebenso kénnen auch die folgenden Geriist- 
eiweiBkorper, da sie ebenfalls dem tierischen Organismus eigen sind, 
nur kurz behandelt werden. 


e)Gertistproteine. (Geriisteiweifstoffe.) 


Sie sind Proteine wie die tibrigen auch und lassen sich durch Enzyme 
und Sauren zu im wesentlichen den gleichen Bausteinen hydroly- 
sieren. Sie haben die gleiche prozentige Zusammensetzung, geben 
die gleichen Farbreaktionen. Sie sind unléslich in Wasser, Salz- 
l6sungen und tierischen Fliissigkeiten; in verdiinnten Sduren und 
Alkalien kaum léslich, mitunter quellbar. Sie sind charakterisiert 
durch die Fahigkeit zu ,altern“. Die Zusammensetzung bleibt dabei 
die gleiche, die Léslichkeit nimmt mit zunehmendem Alter ab. So 
werden z.B. Kollagen und Elastin dem Keratin ahnlich, wahrend 
die Spaltprodukte, Reaktionen und Zusammensetzungen die friihe- 
ren bleiben. Einige Vertreter wie Glutin (Gelatine), Keratin (Horn), 
Elastin, Fibroin, (Seidenleim) sind genauer bekannt, ferner gehéren 
hierher: Spongin des Badeschwammes und das Konchialin in Schalen 
von Muscheln und Schnecken. 
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2.ZusammengesetzteProteineoderProteide. 


Diese Gruppe von EiweiBk6rpern unterscheidet sich von den ein- 
fachen Proteinen dadurch, da8 sie auBer den eigentlichen Proteinen 
noch einen zweiten Stoff enthalten, der kein EiweiB ist und den man 
auch oft als prosthetische Gruppe bezeichnet. 


a) Phosphorproteide. 


Sie sind phosphorhaltige saure EiweiBkérper; die Phosphorsaure ist 
schon mit lproz. Natronlauge abspaltbar; jedoch nicht mit Sduren. 
Nach neueren Feststellungen ist die Phosphorsdéure mit der Hydro- 
xylgruppe des Serins verestert (Casein). Phosphorproteide farben 
Lackmus rot, sind also Sduren, und in Wasser nicht léslich; im iso- 
elektrischen Punkt absolut unléslich. Dagegen werden die Salze mit 
Alkalien oder NHs loslich (z.B. Caseinate, ein- und mehrbasische 
Salze.) Sie bilden aber auch mit Sduren Salze. Wahrend die Phos- 
phorproteide gegen Sauren ziemlich widerstandsfahig sind, werden 
sie durch Alkali leicht zersetzt. Hierher gehoren das Casein ver- 
schiedener Milcharten, das Opalisin, die Vitelline aus Hiern, das 4y- 
mocasein der Hefe usw. 


b) Nucleoproteine. 

Diese Gruppe von Proteiden kommt hauptsachlich in den Zellkernen, 
auch in den Volutinkérnern der Hefe und in anderen Gebilden der 
Zellen vor. Chemisch stellen die Nucleoproteide Verbindungen 
meist basischer EiweiBkorper z.B. von Protaminen oder Histonen 
mit einer sauren Komponente, den Nucleinsdéuren dar. Die Nuclein- 
sduren ihrerseits sind aus drei Komponenten aufgebaut, namlich 
aus Kohlehydraten, stickstoffhaltigen Substanzen, die als Purin- und 
Pyrimidinderivate nachgewiesen wurden und Phosphorsaure. Die 
Kohlehydrate sind bei Thymus- und Spermanucleinsdure 2 Ribo- 
desose, bei Hefenucleinsdure Ribose. 

Die stickstoffhaltigen Komponenten leiten sich vom Purin und Pyri- 
midin ab, die beide folgende Konstitution besitzen: 


1N— C6 1 N—C6 
ie Bea 
Boy Oe INed AS Sa Os 
> C8 Kea 
3 N— C—N9 3 N—C4 
4 
Purinring Pyrimidinring 


Purinderivate sind: 
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Adenin = 6 Aminopurin. 

Hypoxanthin = 6 Oxypurin. 

Guanin = 2 amino — 6*— oxypurin. 

Xanthin = 2,6 dioxypurin. 

Pyrimidinderivate sind: 

Cytosin = 2 oxy — 6 — aminopyrimidin. 

Uracil = 2,6 — dioxypyrimidin. 

Thymin = 2,6 dioxy — 5 methylpyrimidin. 

Die Bindung der einzelnen Komponenten in den Nucleinsauren 
konnte durch stufenweisen enzymatischen Abbau aufgeklart werden. 
Schematisch ist er folgender: 





Nucleotid 
N-Base — Kohlehydrat — Phosphorsaure 
Nucleosid. 


Es ist gelungen eine Reihe von Nucleosiden, also Verbindungen yon 
N-Basen mit Kohlehydrat darzustellen z. B. 

Guanosin = Guanin — d — ribosid. 

Adenosin = Adenin — d — ribosid. . 

Von den Nucleotiden, also Verbindungen von Nucleosiden mit Phos- 
phorsaure sind von besonderer Bedeutung die Adenosin — di — und 
triphosphorsaure geworden, weil sie als prosthetische Gruppen an 
einer Reihe von Fermenten des Kohlehydratabbaues beteiligt sind. 
Treten mehrere Nucleotide unter Wasseraustritt zusammen, so ent- 
steht eine Nucleinsaure. Hefenucleinséure z.B. ist ein Tet acces 
folgender Zusammensetzung: 




















Adenin Ribose Phosphorsaure 
Uracil Ribose Phosphorsaure 
Cytosin Ribose Phosphorsaure 7 3 20 
Guanin Ribose Phosphorsaure 








Die gegenseitige Bindung erfoglt derart, daB die Ribose des ersten 
Nucleotids mit der Phosphorsdure des 2., die Ribose des 2. mit der 
Phosphorsaure des 3. usw. verestert Sart 

Die Nucleinsdure nun tritt als ausgesprochene Sdure mit EiweiB- 
koérpern zu den Nucleoproteiden zusammen, besonders gerne mit 
alkalischen z.B. Protaminen oder Histonen, aber auch mit anderen 
EiweiBstoffen, wenn die Reaktion saurer ist ae deren isoelektrischer 
Punkt. Mit Alkalien lassen sich Nucleinsduresalze aus den Zellen 
und Organen extrahieren, mit Essigsiure zusammen mit Eiweif- 
korpern wieder fallen, wobei die Fallung nach neueren Ansichten 
als ktinstliches Nucleoproteid aus anderen EiweiSkomponenten als 
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den nattirlichen bestehend, angesehen wird. Die Kernfarbung der 
Zellkerne beruht auf ihrem Nucleinsduregehalt. 
ec)Glycoproteide. 

Diese Proteide liefern bei der Hydrolyse neben Aminosdiuren Ab- 
kommlinge von Kohlehydraten z. B. das Chondrosamin und das 
Glukosamin (Aminoglukose).. Hauptsachlich gehéren zu_ dieser 
Gruppe Schleimstoffe, Mucine, unter denen die Chondroitin- 
schwefelsdure naher untersucht ist.’ Sie besteht aus Chondrosamin 
{einem Hexosamin), Glukuronsdure, Essigsdure und aetherartig ge- 
bundener Schwefelsdure. Als starke Sduren sind sie _ ihrerseits 
wieder mit Proteinen verbunden. 


d) Chromoproteide. 


Wie der Name sagt, handelt es sich hier um Verbindungen von Ei- 
weiBkorpern mit einer Farbstoffkomponente als _ prosthetische 
Gruppe. Als Hauptvertreter dieser Gruppe ist das Haemoglobin zu 
nennen, das sich aus dem histonartigen EiweiBkérper Globin und ~ 
dem nicht eiweiBartigen Haematin zusammensetzt. Es ist ein bio- 
logisch hochbedeutsamer Sauerstofftibertrager im Blut. Verschiedene 
Haeminderivate bilden zusammen mit EiweiBkorpern die Cyto- 
chrome, ferner Enzyme wie die Katalase. Auch das gelbe Atmungs- 
ferment kann als ein Chromoproteid aufgefaBt werden, da es aus 
einem Protein und einer aus Phosphorsdure, Ribose und Lumiflavin 
(6, 7,9 — trimethyl — iso — alloxazin) bestehenden prosthetischen 
Gruppe besteht. 


Von den Umwandlungsprodukten der Proteine. bean- 
spruchen im Rahmen dieses Buches nur die Albumosen und Pep- 
tone Interesse, doch wurde auf diese bereits friher eingegangen. 
Literatur zum allgemeinen Teil: 

Bei der Abfassung dieses allgemeinen Teiles wurde folgende Lite- 
ratur bentitzt, auf welche Interessenten zum Zwecke eingehenderen 
Studiums im Bedarfsfalle verwiesen seien. 


1.S.Edlbacher. Kurz gefaBtes Lehrbuch der physiologischen 
Chemie, 7. Aufl. W. de Gruyter u. Co., Berlin 1941. 

2. EiweiBstoffe von M. Bergmann u.L. Zervas in Handbuch 
der Pflanzenanalyse von G. Klein. Springer Berlin 1933 IV. Bd. 
3. Teil, 2. Halfte S. 299 bis 362. 

3.J.Tillmans u. P.Hirsch. Proteine und sonstige Stickstoff- 


verbindungen im Handbuch der Lebensmittelchemie von Bomer, 
Juckenack und Tillmans, Springer Berlin 1933 I. Bd. S. 177 bis 254. 
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Konstitutionsaufklarung der Proteine von E.Husemann, Che- 
mikerzeitung 67. 24. 1943. 


.Wo. Pauli u. E. Valko. Kolloidchemie der EiweiBkorper-., 


Dresden, Leipzig 1933. 


-Symposiumon Proteins. Amsterdam 1938: Daraus be- 


sonders 


Overhoff, Organic Chemistry of Proteins; G.C. Heringa, 
Collod Physics and Biophysics of Proteins; W.A.L. Dekker. 
On the Physicochemical Characterisation of Proteins and on 
Protein Complexes; G.Th.Philippi. On the Moleculare 
Weights, Molecular Layers and General Structure of Proteins. 
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Die Proteine im Werdegang des Bieres 


A. Rohmaterialien 
a) Die Gerste. 


1. Die Proteinindividuen und ihre Charakteri- 
sierung. 


Die heute allgemein eingebtirgerten Bezeichnungen der in der Gerste 
vorkommenden Proteine gehen auf die wertvollen Arbeiten des 
amerikanischen Forschers Th. Osborne (1) zurtick, der die vier Pro- 
teine: Leucosin, Edestin, Hordein und Glutelin in der Gerste unter- 
schied. Im einzelnen lassen sich diese vier Proteine auf Grund der 
seit Osborne’s Zeiten bis heute an ihnen angestellten Forschungen 
folgendermafen naher charakterisieren: 

Leucosin ist ein pflanzliches Albumin, das im Pflanzenreich weit 
verbreitet vorkommt und sich auBer in der Gerste auch in anderen 
Cerealien findet. Wie alle Albumine ist es in reinem Wasser loslich, 
lést sich aber auch in Salzlo6sungen, verdiinnten Sdéuren und Al- 
kalien. Bei der Dialyse gegen destilliertes Wasser bleibt das Leu- 
cosin in Lésung. Bei schwach saurer Reaktion 1aBt es sich aus der 
Lésung durch vollstandige oder nahezu vollstandige Sattigung mit 
Ammonsulfat aussalzen. Sein isoelektrischer Punkt wurde von 
Liiers und Landauer (2) nach fiinf verschiedenen Methoden bestimmt 
und folgendes Ergebnis erhalten. 


Isoel. P. = [H’] 
1. Optimum der Hitzekoagulat. 2,8: 105" 
2. Kataphorese 2,8 X 10> 
3. Optim. d. Alkoholfallbarkeit Dh LOT. 
4. Minimum der Viscositat PAS ie Ss A ped 
5. Maximum der Oberflachenspann. Zia LO 


im Mittel 2,5 x 10 
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pop ae 
Daraus berechnet sich fiir die relative Aziditat des Leucosins kb 


der Wert 8,6 X 10%. Beim pH des isoelektrischen Punktes (ca. 4,6) 
wird das Leucosin durch Erhitzen am leichtesten und vollstandig- 
sten aus der Lésung auskoaguliert. 


Bereits im Jahre 1895 AuBerte Osborne tiber das Leucosin: ,,Die 
Diastase steht dem Albumin der Gerste, welches Leucosin genannt 
wird, sehr nahe und es ist nicht unwahrscheinlich, da. weitere ge- 
nauere Untersuchungen zeigen werden, was ftir ein Zusammenhang 
besieht“. Die Fortschritte der Enzymchemie haben gezeigt, daB die 
Enzyme aus einem kolloiden Trager von EiweiSnatur, dem Apo- 
ferment und der prosthetischen Wirkgruppe, dem Coferment be- 
stehen. In zahlreichen Fallen hat man die chemische Natur des Co- 
fermentes genau aufklaren kénnen und in manchen Fallen auch 
nahere Einblicke in die Art des Tragerproteins erhalten. 


In letzter Zeit wurden nun von H. Lundin (3) im Rahmen von Unter- 
suchungen, welche vom Zentrallaboratorium der Stockholmer Braue- 
reien in Zusammenarbeit mit dem Institut fur physikalische Chemie 
der Universitat Upsala tiber die Proteine der Gerste und ihre 
Veradnderung wahrend des Brauprozesses ausgeftihrt wurden und 
uber welche E. Sandegren (4) berichtete, die Ergebnisse von Unter- 
suchungen tiber die Amylasen des Malzes ver6ffentlicht. Lundin 
stelite durch Extraktion von Gerste und Malz mit verditinnter Koch- 
salzlosung Proteinextrakte her, deren Fraktionierung wie folgt 
durchgeftthrt wurde. 40%ige Sattigung mit Ammonsulfat, Verwer- 
fen des Niederschlages (Edestin), Sattigen der Lésung bis zu 90% mit 
Ammonsulfat, Losen: des Leucosinniederschlages in Phosphatpuffer 
von pH 7, Dialyse, Sattigung der dialysierten Lésung bis 70% mit 
Ammonsulfat, Lésen des Niederschlags in Phosphatpuffer, dialy- 
sieren. Wiederholen der Operation, bis bei der Dialyse keine Fallung 
mehr eintrat. - 


Das auf diesem Wege erhaltene reine Gerstenalbumin_,,Leucosin“ 
erwies sich mit der diastatischen Wirksamkeit verbunden und zwar 
steigt die letztere mit dem Reinheitsgrad des Leucosins. Gersten- 
albumin zeigt nur §/ — Amylase — Wirksamkeit (Saccharogen- 
amylase), Malzalbumin dagegen a — und Bp — Amylaseaktivitat 
(Dextrinogen- und Saccharogenamylase). Beide Albumine verhalten 
sich in der Ultrazentrifuge gleich, insoferne’ sie die Sedimentations- 


konstante 4,6 S besitzen, was einem Molekulargewicht von ~ 70000 
entspricht. 


78 


Loésungen von Gerste- und Malzalbumin lassen sich durch Ultra- 
filtration konzentrieren und durch Gefriertrocknung (Sublimation 
von Wasser aus dem Gefriergut im Vacuum) in hochwirksame, halt- 
bare Trockenpraparate tiberfiihren. Von K. H. Meyer, E. Fischer und 
P. Bernfeld (5) in kristallisierter Form gewonnene Pankreasamylase 
zeigte bei pH 6,9 eine enzymatische Wirksamkeit von gleicher 
GroBenordnung als die reinsten aus Malz erhaltenen Praparate von 
a— Amylase bei pH = 5: 

Pankreasamylase: a Wirksamk. 263 000 E; 6 Wirksamk. 26 000 E. 
Malzamylase: a Wirksamk. 241 000 E; 6 Wirksamk. 96 000 E. 


Edestin ist ein pflanzliches Globulin, dessen Vorkommen eben- 
falls nicht auf die Gerste beschrankt ist. Wie alle Globuline ist es 
nicht in reinem Wasser, sondern nur in verdiinnten Salzlésungen 
léslich. Die Brauwassersalze und die léslichen Salze von Gerste und 
Malz gentigen bereits, um einen erheblichen Anteil des Edestins in 
Losung zu bringen. Aus einer solchen Lésung 1aBt es sich durch 
weitgehendes Wegdialysieren der Salze ausfallen, wahrend das Leu- 
- cosin in Losung verbleibt. Von Ammonsulfat wird es bereits bei 
40—50%iger Sattigung der Lésung ausgesalzen. Aus der wdsserigen 
Salzl6sung kann das Edestin beim pH von Maische und Wiirze nur 
unvollkommen herauskoaguliert werden. Nach Holwerda (6) liegt 
der isoelektrische Punkt des Edestins nicht wie bisher angenommen 
bei pH 5—6, sondern bei pH 7. In Losungen saurer als pH 5,2 wird 
es in zunehmenden Mae denaturiert. Durch seine Eigenschaften 
ist es in erster Linie das Gerstenprotein, welches zu Triibungen 
im Bier Veranlassung geben kann. 

Vor einiger Zeit hatte H. Lundin (7) an der Bezeichnung ,,Edestin“ 
fiir das Gerstenprotein Kritik getibt, denn reines Edestin, aus Hanf- 
samen hergestellt, hatte nach Svedberg (8) auf Grund von Messun- 
gen in der Ultrazentrifuge ein Molekulargewicht von 212000 
+ 10000, wahrend nach Lundin die GersteneiweiBkorper nur Mole- 
kulargewichte von 35 000 und 70 000 besaBen. Die Arbeiten wurden 
von Quensel und Svedberg (9), ferner von Saverborn, Daniellsson 
und Svedberg (10) fortgesetzt, woriiber Sandegren (4) berichtet. Da 
es sich in den ersten orientierenden Versuchen bereits zeigte, dab 
das Gerstenglobulin nicht einheitlich, sondern aus mehreren Kom- 
ponenten zusammengesetzt war, wurde von Quensel nach folgendem 
Schema eine Fraktionierung des Globulinanteils der Gerste vor- 
’ genommen. 
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1. Gerstenmehl 


| 
2. Extraktion mit Standardpuffer pH. 7.0 


3. Fallung mit Am. S. Sattigung 15/100. 


Fallung 


4. Lésen in Stand. Puffer 


5. Fallen mit Am. S. 7,5/100 


| 


Fallung Losung 
| 


| 
6. Lésen’in Stand. Puff. 


| 
7. Frakt. enth. fp 


14. Frakt. enth. a 





Losung 


| 
8. Fallung mit Am.S. 40/100 


Fallung ~ Losung 


~ 


9. Fallung mit Am. S. 70/100 


Fallung Lésung 


10. Lésen in Stand. Puff. 


11. Fallu 
12. Los. 


ng d. Globul. d. Dialyse 
d. Fall. in Stand. Puff. 





Vo: Fraktionieren in d. Zentrif. 


15. Frakt. enth. y u. 6 


Die an y reiche Fraktion enthalt auch die 6 — Komponente, welche 
sich durch weitere Fallung mit Ammonsulfat (Am.S.) von y ab- 
trennen lat, doch stellt sie nur einen geringen Teil der Fraktion 
dar, und wurde deshalb nicht so griindlich, wie die anderen Frak- 


tionen untersucht. 


Einige Daten tiber die verschiedenen Globulinfraktionen enthalt fol- 


gende Tabelle: 


Komponente Sedimentat. 
Konstante 
a 2,49 
p 6,21 
y 8,30 
0 12,00 
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Molekular- Isoelektr. 
Gewicht Punkt. 
26 000 5,00 
ca. 100 000 4,90 
166 000 5,70 
ca. 300 000 — 


=" 
i . 


Aus diesen Untersuchungen geht also hervor, daB die ,,Edestin“ be- 
zeichnete Proteinfraktion der Gerste in keiner Weise homogen ist, 
sondern Proteine vom Molekulargewicht 26 000 bis 300000 umfaBt. 
Da echtes Edestin ein Molekulargewicht von tiber 200 000 besitzt, so 
liegen in der Gerste in den Komponenten a und / zweifellos Proteine 
vor, die man zweckmafiger mit der Bezeichnung Globulosen, statt 
Globuline belegt. Nach ihren Léslichkeitseigenschaften kommt ihnen 
allerdings Globulincharakter zu. . 


Das Hordein ist ein zur Gattung der Prolamine gehorender Ei- 
weiBkorper, der durch seine charakteristische Léslichkeit in etwa 
70%igem Alkohol ausgezeichnet ist, die er z.B. mit dem Gliadin des 
Weizens und mit dem Zein des Maises teilt. Diese alkoholléslichen 
Prolamine sind in ihrem Vorkommen ausschlieBlich auf die Cerea- 
liensamen beschrankt. Sie sind unléslich in Wasser und Salzlosungen, 
dagegen loslich in Sdéuren und Alkalien, mit denen sie Proteinsalze 


' bilden. Aus solchen Lésungen lassen sie sich durch Neutralsalze 


aussalzen. Aus ihren Lésungen in 70”igem Alkohol 
werden sie sowohl durch starken Alkohol, wie auch durch Ver- 
diinnen mit Wasser in flockig-klebrigen Massen ausgefallt. Chemisch 
sind sie durch hohen Gehalt an Prolin und auffallend hohen Gehalt 
an Glutaminsdéure ausgezeichnet, weshalb sie Osborne Prolamine 
nannte. Lysin fehlt fast ganzlich, dagegen ist Ammoniakstickstoff 
(in Saureamidbindung) reichlich vorhanden. Quensel und Saverborn 
(Sandegren (4)) fanden fiir das Molekulargewicht des Hordeins 27 000, 
was mit dem Mol.-Gew. des Weizengliadins von 26000 nahe tber- 
einstimmt. 

Das Glutelin ist ein sowohl in Wasser, wie in Salzldsungen und 
in Alkohol unloéslicher EiweiBk6rper, welcher erst in verdtinnten 
Alkalien in Lésung geht. Dieses Protein kommt in relativ gréBter 
Menge in der Gerste vor und hat seinen Sitz hauptsdchlich in der 
Aleuronschicht, mit der es ziemlich unveradndert in die Treber ein- 
geht. 

Anderson (11) und Rose und Anderson (12) hegten in neuerer Zeit 
Zweifel an der Individualitét der beiden Proteine Hordein und 
Glutelin und halten sie vielmehr fiir einen Komplex, der lediglich 
durch entsprechende Lésungsmittel fraktioniert werden kann. Diese 
Kritik hat natiirlich eine gewisse Berechtigung, insoferne als Eiweif- 
k6érper untereinander oder auch mit anderen organischen Verbin- 
dungen z.B. mit Kohlehydraten oder Phosphatiden sogenannte 
Symplexe (siehe S. 63) bilden kénnen und im Protoplasma bestimmt 
auch bilden, da auf diesem Wege die komplizierten Stoffwechsel- 
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und Permeabilitatsverhaltnisse erst erklarlich werden. Nachdem 
aber gerade das Hordein und das Glutenin durch ihre Léslichkeit 
sehr gut charakterisiert sind und auch ihre analytische Bestimmung 
zuverlissig und reproduzierbar durchgefiihrt werden kann, er- 
scheint es zweckmaBig und vertretbar, aus teleologischen Grinden 
an’den Bezeichnungen Glutelin und Hordein festzuhalten und sie 
wie zwei Individuen zu betrachten. 

SthlieBlich fand Osborne in Gerste noch sehr geringe Mengen von 
Proteosen, also EiweiSabbauprodukten, welche im Laufe der Rei- 
fung und Lagerung anscheinend der Kondensation zu hochmole- 
kularen Proteinen entgangen sind. 

Sehr geringe Mengen Ammoniakstickstoff sind entgegen einer Ver- 
mutung Moufangs (13) nach den Feststellungen von Leberle und 
Liiers (14) belanglos und ohne Bedeutung. 

Die analytische Bestimmung der einzelnen Protein- 
individuen der Gerste ergibt sich aus ihren Léslichkeitseigenschaf- 
ten. Osborne hat die geeigneten Bestimmungsmethoden bereits in 
seinen Arbeiten (1) entwickelt und zur quantitativen Ermittlung der 
einzelnen Proteine in der Gerste angewandt. Uber den weiteren 
Ausbau und die heutige Art der Anwendung dieser Methoden wird 
weiter unten berichtet werden. 2 


Zuvor aber erfordert ein Gebot der Dankbarkeit und Hochachtung, 
auf das von unermiidlichen Flei8 und gro8ter Gewissenhaftigkeit 
zeugende Lebenswerk des danischen Forschers H. Schjerning (15) 
einzugehen. Die von ihm entwickelten Methoden zur Differenzie- 
rung der Stickstoffverbindungen der Gerste und ihrer Veranderun- 
gen im Malzungs- und BrauprozeB haben zum ersten Mal einen 
tieferen Einblick in die proteolytischen Ab- und Aufbauprozesse im 
Werdegang des Bieres vermittelt. Schjernings Nomenklatur hat-~ 
lange Zeit die Brauereiliteratur beherrscht, sodaB es aus _histori- 
schen Griinden angebracht ist, kurz auf das Wesentliche seiner 
analytischen Methodik einzugehen. Nach eingehenden Vorarbeiten 
entwickelte Schjerning eine Stickstoffdifferenzierungsmethode, 
weiche auf der Léslichkeit bezw. Unléslichkeit einzelner Stickstoff- 
gruppen in*verschiedenen Salzloésungen beruht. Als solche fanden 
Verwendung, Zinnchlorid, Mercurichlorid, Ferriazetat, Uranylaze- 
tat, Magnesiumsulfat. Ferner wurde der lésliche, der Ammoniak- 
und der Gesamtstickstoff der Gersten bestimmt. Wenn man ‘sich 
bei der Fallung immer an genau festgelegte Konzentrationsbedin- 
gungen halt, so stellen die in die Fallung jeweils eingehenden Stick- 
stoff{verbindungen Gruppen dar, die zwar nicht durchwegs als 
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chemische Individuen betrachtet werden kénnen, immerhin aber in 
physikalisch-chemischer Beziehung eine gewisse Zusammengehorig- 
keit zeigen. Schjerning hat nach den Erfahrungen der Eiweif- 
chemie hinsichtlich der Fallbarkeit der einzelnen Proteintypen die 
durch die einzelnen Bestimmungen ermittelten Stickstoffverbindun- 
geh mit folgenden Namen belegt, denen zum Vergleich die Osborne- 
schen Bezeichnungen beigeftigt sind: 


Fallung mit: enthalt Eiweifstoffe: 


Zinnchlorid Albumin I (Leucosin) 
Albumin I (Leucosin) 
Mercurichlorid Albumin II (Edestin) 
Denuclein 
Albumin I (Leucosin) 
Ferriazetat Albumin II (Edestin) 
Denuclein 
Albumin I (Leucosin) 
Albumin II (Edestin) 
Uranylazetat Denuclein 
Proteosen (Albumosen) 
Peptone (wirkliche Peptone) 
Albumin I (Leucosin) 
Magnesiumsulfat Albumin II (Edestin) 
Proteosen (Albumosen) 


Unléslicher N = Q 

Loéslicher N= V 

Ammoniak-N = g 
Durch Kombination der einzelnen Bestimmungen sind wie folgt die 
Proteingruppen zu errechnen: 

Stickstoff in Form von 

Q = unldsliche Verbindungen, 

N = losliche Verbindungen, 

a = Albumin I, 


b — [a + (c—e)] = Albumin II. 
roa aaae = Denuclein, 
e—hb as = Proteose, 
d—e = Pepton, 

g = Ammoniak, 
N — (d+g) = Amin-Amid. 


Denuclein + Proteose + Pepton gibt die Menge der peptischen, Am- 
moniak + Amin-Amid die Menge der typischen Abbauprodukte an. 
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Der EiweiBabbau oder -aufbau vollzieht sich dann nach folgendem 


Schema: 
Abbau 3 


Unléslicher N Albumin II Albumin I peptische trypt. Spaltprodukte 
<€ = 








Aufbau 


Kritische Untersuchungen von Windisch, Dietrich und Mehlitz (16), 
von Myrback (17) u. Bishop (18) erbrachten jedoch den Nachweis, 
daB die von Schjerning mit Hilfe seiner komplizierten Fallungs- 
methoden differenzierten Proteinfraktionen keine einheitlich de- 
finierten EiweiBkorper sind und die Werte sich auBerdem nicht 
gentigend zuverldssig reproduzieren lassen, ganz abgesehen, daf 
der Arbeitsaufwand, den ein Analysengang nach Schjerning er- 
fordert ein auerordentlich groBer ist. Aus diesen Grtinden ist 
man von der Arbeitsweise Schjernings abgekommen und verfahrt 
heute nach wesentlich einfacheren Methoden, doch wird Schjer- 
nings Werk auch fur die Zukunft jedem, der sich eingehender mit 
dem EiweiSproblem beschaftigt, wegen der Grofartigkeit der An- 
lage Achtung und Bewunderung abndtigen. 


Heute differenziert man die Proteine von Gerste und Malz fast 
ausschlieBlich nach der von Bishop (18) entwickelten Methode, 
welche sich im Prinzip auf die bereits von Osborne entwickelten 
Verfahren sttitzt, sich von diesen jedoch dadurch unterscheidet, 
daf} man auf die Ermittlung der Globuline (,,.Edestin“) verzichtet, 
da diese, wie Osborne selbst schon bemerkte, Schwierigkeiten beim 
Extrahieren und Reinigen verursachen. Durch Extraktion mit 
5%iger Kaliumsulfatlésung erhalt man das Albumin (Leucosin), 
die Globuline und gegebenen Falles lésliche EiweiBabbauprodukte 
wie Albumosen und Peptone z.B. im Falle des Malzes. Man faBt 
diese Gruppe unter der Bezeichnung ,,salzléslicher Stickstoff“ zu- 
sammen. Der Hordeinanteil 148t sich durch die charakteristische 
Alkoholléslichkeit bestimmen, was von Bishop (18) analytisch aus- 
genutzt wurde. Allerdings ist dabei zu berticksichtigen, daB im 
Alkohol auch Phosphatide in Lésung geben, welche sich nach 
F. Kieferle (19) mit Hilfe von Stutzers Reagens vom Hordein ab- 
scheiden lassen. Die Methode ist von Liiers und Geiger (20) aus- 
fiihrlich beschrieben, welche sie auf zahlreiche Malze zur Anwen- 
dung brachten.. Das Glutelin ergibt sich als unlésliches Protein 
aus der Differenz von Gesamt N minus der Summe von salzlés- 
lichem und Hordein N. 
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Als Beispiel der Zusammensetzung des Gesamtgerstenproteins 


seien folgende von Osborne stammenden Werte gegeben. ‘ 
Protein % des Ges.- N.-Gehalt ldslich 
Proteins %o in 
Albumin 4 16,5 Wasser 
Globulin Hl 1831 Salzlosung 
Glutelin -29 16,2 Alkali 
Hordein 36 19,2 Alkohol 


2. Verteilung der Proteine im Korn, 
Quantitative Verhdltnisse. 


Das Gesamteiweif der Gerste ist auf die einzelnen Kornpartien 
verschieden verteilt. Am meisten findet sich in der Aleuronschicht 
und zwar in unloslicher, in die Trebern wandernder Form. .Im 
Mehlkérper ist das EiweiB teils als ReserveeiweiB an der Peripherie 
des Endosperms in der Nahe der Aleuronzellen abgelagert, teils 
erfillt es als histologisches Eiwei8 die Endospermzellen und ver- 
kittet dort die Stéarkekérner miteinander. EiweiBarmere und eiweiB- 
reichere Gersten unterscheiden sich vor allem durch die Menge des 
ReserveeiweiBes, wie man durch Farbemethoden an Gerstendtinn- 
schnitten nachweisen kann (Grii8 21). Aber auch Keimanlage und 
sogar die Spelzen enthalten Proteine (siehe unten). 

Trotz der morphologisch verschiedenartigen Verteilung des Stick- 
stoffs auf. einzelne Organe und Gewebe des Gerstenkornes, ist 
~ wohl der Gesamt-Stickstoff gleichmafBig, der dauernd lésliche und 
koagulierbare Stickstoff aber ungleichmafig auf die Keimlings- 
halfte und die Spitzenhalfte des Kornes verteilt, wie folgende Zah- 
len von W. Windisch und P. Kolbach (22) zeigen: 


ganzes Korn Keirhlings- Spitzen- 


halfte halfte 
Gesamt-N in % des Wertes 
fiir das ganze Korn 100 100,5 99,2 
dauernd lésl. N in % des Wertes 
fiir das ganze Korn 100 117,1 76,0 
koagul. N in % des Wertes 
fir das ganze Korn 100 117,0 76,3 


Bei Untersuchungen tiber den Stickstoffgehalt einzelner Gersten- 
koérner fand N. Nielsen (23) betrachtliche Unterschiede zwischen 
den K6rnern derselben Ahre. Zwischen dem stickstoffarmsten 
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und dem stickstoffreichsten Korn betrug der Unterschied wenig- 
stens 16%, in der Regel 20 bis 40%, konnte aber sogar auf 85% an- 
steigen. Bei Kérnern verschiedener Ahren ist der Unterschied noch 
gréBer und betragt wenigstens 31%, héchstens 131%, Meist wurden 
die Kérner nach der Ahrenspitze zu stickstoffreicher, jedoch fan- 
den sich vereinzelt die N-reichsten Kérner an der Ahrenbasis. Im 
Gegensatz zum Stickstoff war der Trockensubstanzgehalt der ein- 
zelnen Korner sehr konstant. 


Von Interesse ist schlieBlich noch die Frage, wie sich bei Anderung 
des Gesamt-EiweiBgehaltes der Gerste die oben aufgeftihrten vier 
Proteinindividuen prozentual verhalten. Zur Beantwortung dieser 
Frage liegen aus neuerer Zeit eingehende Untersuchungen von 
Bishop (24), Hofman-Bang (25) und Fink und Kunisch (26) vor. Es 
zeigt sich als wichtigstes Ergebnis, daB die Zusammensetzung 
des Gesamtstickstoffs der Gerste in direkter Beziehung zur Hohe 
des Gesamtstickstoffs steht. Es ist jedoch nicht so, wie man viel- 
leicht erwarten kénnte, namlich da alle 4 Proteintypen mit 
steigendem Gesamtstickstoff prozentual gleichmaSig zunehmen, 
sondern mit steigendem Gesamtstickstoff nimmt zwar der salz- 
lésliche Stickstoff — Leucosin + Edestin — absolut zu, aber weniger 
stark als der Gesamtstickstoff, sodaB er prozentual absinkt. Der 
Hordeinstickstoff dagegen steigt starker an als der Gesamt-N, in- 
folgedessen nimmt er prozentual zu. Nur der Glutelinstickstoff 
allein steigt gleichformig mit dem Gesamt-N, soda8B sein prozen- 
tualer Anteil am Gesamt-N unverdandert bleibt. Der Glutelinstick- 
stoff zeigt bei den untersuchten Sorten deutscher Braugersten eine 
bemerkenswerte Konstanz, er ist also nicht zur Unterscheidung 
von Sorten geeignet, dagegen liegen wohl Unterschiede im salz- 
loslichen N und im Hordein vor. So fiel bei den Studien von Fink 
und Kunisch die bekannte Heines-Hanna-Gerste durch ihren héheren 
salzloslichen und niedrigeren Hordeinstickstoff in allen untersuchten 
Jahrgangen auf. 


Die Tatsache, daB beim Ansteigen des Gesamtstickstoffs vor allem 
der Hordeinanteil wiachst, findet-auch eine Bestatigung in Unter- 
suchungen von Piratzky und Wiecha (27) tiber den Zusammen- 
hang von KorngréBe und EiweiBgehalt. Es zeigte sich, daB vom 
Mehr des Gesamt-Stickstoffs der Sorte I rund 2/s allein auf das 
Hordein entfallen. 


Das in den Spelzen enthaltene Protein wurde bereits von Moufang 
(28) in unreinem Zustand isoliert und als Testinséure bezeichnet. 
Von Liiers und Hiittinger (29) wurde es durch Extraktion der Spelzen 
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mit 0,5%iger Kalilauge und fraktionierte Fallung mit Essigsdure 
bei pH 5,4 bis 4,1 rein dargestellt. Nach Hydrolyse mit Salzsdure 
wurden die Aminosduren durch ein kombiniertes Verfahren nach 
H.D. Dakin, Damodaran, D.D.van Slyke und Kossel quantitativ 
bestimmt. Das Spelzenprotein zeichnet sich durch: hohen Gehalt 
an Ammoniak, Prolin, Cystin, Asparaginsdure, Histidin und Argi- 
nin aus. Mit anderen pflanzlichen Proteinen und mit verschiedenen 
eiweifartigen Ausscheidungen im Werdegang des Bieres_ besitzt 
es keine Ahnlichkeit, verhaltnismaBig am meisten gleicht das 
Spelzenprotein dem Glutelin der Gerste, mit dem es auch Alkali- 
loslichkeit und Sdurefallbarkeit gemeinsam hat. Trotzdem muB& 
das Spelzenprotein als ein spezifisches EiweiBindividuum betrach- 
tet werden. : : 


3. Proteingehalt und Eigenschaften 
des Gerstenkorns. 


Friher hat man gerne die Glasigkeit des Mehlkérpers mit EiweiB- 
reichtum in Zusammenhang gebracht, was jedoch nur bedingt zu- 
trifft. Bei gtiinstigen klimatischen Verhaltnissen k6énnen auch 
eiweiBreiche Gersten sehr wohl mehlige Beschaffenheit aufweisen, 
bei ungtinstigen jedoch neigen proteinreiche Gersten zur Glasigkeit. 
Bei-ein- und derselben Gerste (Eglfinger Hado) fand Erich (30) 
mehlige Korner eiweiBdrmer als glasige, wie folgende Zahlen 
zeigen: 


mehlig 9,46% Protein i.d. Tr. S. 
halbglasig 10,65 % ; ; 
ganzglasig 12,32% i 
Gesamtgerste 10,52% % 3 


Nach Zila, Trkan und Skvor (31) bestehen zwischen der KorngréBe 
(auf Sieben mit '/iomm Schlitzweiten - Unterschied sortiert) und 
den Kornbestandteilen regelmaBige Beziehungen. Auf 100g Gerste 
berechnet, ist der Gehalt an Wasser, Gesamt N, loslichem und koa- 
gulierbarem N bei den einzelnen Siebanteilen der gleiche. Auf 
1000 Kérner bezogen ergeben sich mit sinkender Korngroéfe fallende 
Werte. Das Verhdltnis von koagulierbarem und ldslichem N zum 
Gesamt-N ist nach beiden Berechnungsarten das gleiche. Das Ver- 
haltnis Gesamteiwei& zu Starke ist bei allen Siebfraktionen das 
gleiche, woraus hervorgeht, daB in das Gerstenkorn, ob gro oder 
klein, EiweiB und Starke in stets gleichem Verhaltnis abgelagert 
werden und die léslichen EiweiBformen an das GesamteiweiB eben- 
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falls durch ein festes Verhaltnis gebunden sind. Von besonderer 
praktischer Bedeutung ist die Beeinflussung der Ext ra ktaus- 
beute durch die Zusammensetzung der Gerste. Hiertiber geben 
vor allem die Arbeiten von Bauer (32) und Haase (33) AufschluB8. 
Haase fand fiir die Relation Eiwei8gehalt: Extraktausbeute im Malz 


folgendes: 3 
EiweiB in der Gerste 9—10 10—11 11—12 12—13 
Extrakt im Malz 79—78 77,5—17,0 76,5—74 74—70 — 


' Das hei&t also, daB mit zunehmendem Eiweifgehalt die Extrakt- 
ausbeute im Malz absinkt. Wie aber mit vollem Recht O. Neumann 
(34) bestont, sind die fiir die Zeiten, in welchen Haase sein Gesetz 
aufstellte (1903—1906), geltenden Beziehungen heute vollig uber- 
holt, denn durch fortgesetzte Veredlung und Verbesserung der 
Braugersten verfiigen wir heute tiber Sorten, die bei 10% Eiwei’B 
und sonst guter Beurteilung 80 bis 80,57% Extrakt im hellen Malz 
liefern. 


Auch darf nicht tibersehen werden; da8 nicht nur die Menge, ‘son- 
dern auch die Qualitat des EiweiBes von Bedeutung ist, worauf 
besonders CluB (35) und Schmidt (36) hinwiesen. Nichtsdestotrotz 
aber bleibt der Grundgedanke des Haaseschen Gesetzes bestehen, 
er hat vielmehr insoferne noch eine Erweiterung erfahren,, als 
Bishop (37) die Extraktausbeute mit dem Stickstoffgehalt ‘und dem 
1000 Korngewicht in eine feste Relation brachte. Fur englische 
Verhaltnisse lautet die Bishop’sche Formel: 


Extraktausbeute = 110,1—11,2 =< Stickstoff + 0,18 < 1000 Korn- 
gewicht. Die erste Zahl 110,1 ist eine sortenbedingte Konstante 
und schwankt fiir eine groBe Anzahl von Sorten zwischen 110 und 
98. Sie ist unabhangig von Boden- und“ Witterungsverhiltnissen. 
Fur deutsche Verhaltnisse (mit anderen Mafzahlen und Extrakt- 
bestimmungsmethoden) anderte Kolbach (38) die Bishop’sche For- 
mel folgendermaBen ab: : 


E = 881—9,0 «N + 0,14°G. 


Novotny und Karabec (39) fanden fiir béhmische Malze die Kon- 
stante 83,6 am besten stimmend. Neumann. (loc. cit. 34) weist in 
Kritik dieser Extraktformel darauf hin, da& mit zunehmenden 
1 000 Korngewicht bis 41g (Tr.S.) der Extrakt proportional zu- 
nimmt, uber 41 dagegen nicht mehr, was im Gerstenbonitierungs- 
system insoferne berticksichtigt wird, als Gersten mit einem 1000 
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Korngewicht tuber 41 nicht mehr hdher bewertet werden. Auch 
Bishop hat ein Uberschreiten des 1000 Korngewichtes iiber 42 in 
seiner Formel nicht mehr berticksichtigt Ohne Zweifel aber ist mit 
der Bishop’schen Formel zum erstenmal eine Relation zwischen 
Extraktgehalt, EiweiBgehalt und 1000 Korngewicht gefunden, 
welche die EiweiBfrage nach der quantitativen Seite lést und fiir 
Ziuchtungs- und Vererbungsforschungen an Gerstensorten von Be- 
deutung ist, indem sie verschiedene Merkmale einer parte in einem 
Extraktfaktor zusammenfaft. 


Ein weiteres Gesetz stellte schlieBlich Bishop (40) fiir die Vorher- 
sage des Extraktgehaltes aus dem Stickstoffgehalt (N) und dem Ge- 
halt an unldslichen Kohlehydraten (J) in der Gerstentrockensub- 
stanz auf. Es lautet fiir Prozente Extrakt in der Malztrockensub- 
stanz: 


E = 102,7—6,90 X N—-2,12X J _ 


Durch dieses an vielen Gersten gepriifte Gesetz wies Bishop die 
Unvollstandigkeit der Haaseschen 'Hypothese nach, wonach das Ei- 
weiB einfach eine bestimmte Menge Kohlehydrate ersetzt und so 
den Extraktgehalt um denselben Betrag verringert. Ine Wirklich- 
keit laBt sich nur die Halfte des beobachteten Einflusses auf diese 
Weise erklaren, wahrend die andere Halfte auf eine EinschlieBung 
von Kohlehydraten durch Eiwei8 zurtickzufthren ist, die ver- 
schwindet, wenn Feinmehl verarbeitet wird. 


4. Proteingehalt und Sorteneigenschaften; 
Boden, aAauBere Faktoren. 


In jiingster Zeit wurden von verschiedenen Seiten Untersuchungen 
iiber den Zusammenhang von Gerstensorte und nachweisbarer 
chemischer Zusammensetzung unternommen, wobei auch der Prote- 
ingehalt Beriicksichtigung fand. Thunnaéus und Schréderheim (41) 
fanden an schwedischen Braugersten, daB das Verhaltnis zwischen 
léslichem Stickstoff (in der KongreBfeinmehlwtirze) und dem Ge- 
samtstickstoff des Malzes eine fiir jede Sorte charakteristische Zahl 
ist, wenn diese auch mit Jahrgang und Gesamt N des Malzes 
schwankt. Als Mittel aus 9 Versuchen von 5 Jahrgangen hatte 
dieses Verhaltnis fiir die untersuchten Gersten folgende Werte: 
Gold 37,16%; Binder 44,14%; Opal 41,67%. 
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Auch die Leichtigkeit, mit der sich das Eiweif wahrend des Mal- 
zens lost, ist eine charakteristische Sorteneigenschaft. Bindergerste 
zeigt sehr starke Eiweiflésung, Goldgerste sehr schwache. Die Zu- 
nahme des ldslichen Stickstoffs im Laufe der Keimung erfolgt fur 
die einzelnen Sorten nach sehr verschiedenen Kurven. Wollte man 
Bindergerste zu so schwacher EiweiBlésung, wie sie normalerweise 
Goldgerste zeigt, bringen, so wiirde man ein vollig unterlostes, un- 
brauchbares Malz erhalten. Andrerseits ist es nicht médglich, die 
EiweiBlésung der Goldgerste auf das hohe Niveau der Bindergerste 
zu bringen, selbst wenn man die Keimung sehr lange ausdehnte 
und wie lange der Blattkeim auch wachsen mag. 


Nach Fink und Kunisch (26) unterscheidet sich Heines Hanna von 
Isaria, Hado u.a.durchwegs durch héheren Gehalt an _ salzléslich- 
lichem und wasserléslichem Stickstoff, wahrend ihr Hordeingehalt 
etwas niedriger liegt als bei anderen Sorten. Dies wird noch durch 
_den stets niedriger liegenden Gesamtstickstoff von Heines Hanna 
im Vergleich mit anderen Sorten verstarkt. Das Verhaltnis salz- 
léslicher_N : Hordein N zeigt also bei Hanna auch bei gleich groBem 
Gésamtstickstoff stets den hdchsten Wert von allen untersuchten 
Sorten. +s 


Nach Untersuchungen von Saverborn (berichtet von Sandegren (4)) 
scheinen die verschiedenen Globulinfraktionen (siehe Edestin al) 
besonders hinsichtlich der a- und y-Komponente mit dem Jahrgang 
zu variieren. In Keniagerste der Jahre 1938 und 1939 dominierte 
die a-Komponente, wahrend 1940 und 1941 die y-Komponente vor- 
herrschte oder der a-Komponente gleichkam. Gersten der Jahre 
38 und 39 zeigten auch einen hdheren Prozentgehalt an léslichem 
Stickstoff als die Gersten von 40 und 41. Im Gegensatz zu den a- 
und y-Komponenten, war die #-Komponente in all den Jahren 
ziemlich konstant. Die verschiedenen Globulinkomponenten sind 
ubrigens auch in verschiedenen Kornpartien lokalisiert z.B. die y- 
Komponente im Enbryo, a- und £-Komponente héchstwahrscheinlich 
in der Aleuronschicht. 


Bei der Bedeutung des EiweiBgehaltes der Gersten in quantitativer 
und qualitativer Hinsicht, ist die BeeinfluBbarkeit des Stickstoff- 
gehaltes der Gersten von besonderem Interesse. Russel und Bishop 
(42) stellten in einer zusammenfassenden Betrachtung fest, daB der 
Stickstoffgehalt der Gerste eine Zunahme erfahrt: 1. Durch Steige- - 
rung des der Pflanze aufnehmbaren Stickstoffvorrates iiber ein ge- 
wisses Ma hinaus. 2. Durch Anwendung spater Stickstoffzufuhr. 
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3. Durch Béden, die reich an organischer Substanz sind. 4. Durch 
trockenes Wetter besonders im April und Mai. 5. Durch spate Aus- 
saat. 6. Durch spate Saatpflege und wéites Drillen. 7. Durch Aus- 
saat stickstoffreicher Sorten. Dagegen hat eine Abnahme des Stick- 
stoffgehaltes zur Folge. 1. Nasses Wetter besonders im April und 
Mai. 2. Friihe Aussaat. 3. Anbau von Gersten nach vorangegange- 
ner Brache. 4. Allgemein ein jeder Faktor, der eine gute Korn- 
ausbildung und Entwicklung der Pflanze begiinstigt. 5. Wenn der 
Stickstoffgehalt schon nieder ist, kann er durch richtige Dinger- 
anwendung mit Kali und Phosphor und mitunter auch etwas Stick- 
stoff weiter herabgedriickt werden. Ist er dagegen schon hoch 
(iiber 1,6%), so erniedrigt Zusatzdiingung im allgemeinen den Wert 
nicht. 6. Sorten, die normalerweise einen niedrigen N-Gehalt be- 
sitzen. 


Nach Weinmann (43) erhoht Stickstoffdingung bei ausgesprochenen 
Kalimangel den EiweiBgehalt der Gerste stark, bei kleinen Kali- 
gaben nicht wesentlich, bei hohen Kaligaben setzt er ihn sogar 
herab. 


Bemerkenswerte Ergebnisse tiber den Einflu8 von Phosphorsaure- 
diingung liegen von Kriigel, Dreyspring und Kurth (44) vor, die 
folgende Tabelle bringt: 


/ 


P2O5-Diingung in kg/ha 


0 30 60 90 150 
Durchschn. . 
1000 Korngew. 39,2 41,1 - 41,4 42.5 42.4 
Durchschn. 
hl-Gewicht 68,4 69,4 69,8 69,5 70,3 
Durchschn. 
Proteingehalt Tarn 12,37 11,68 11,34 10,88 
Durchschn. 
Starkegehalt 58,0 59,0 59,6 60,3 60,8 
Durchschn. 
Extraktgehalt 71,9 REY, 74,6 75,5 76,3 


Mit steigender Phosphorsduregabe wachst also 1000 Korn- und 
Hektolitergewicht, Starke- und Extraktgehalt, wahrend der Ei- 
weiBgehalt abnimmt, im ganzen gesehen wird somit eine Erhohung 
des Brauwertes der Gerste erzielt. 
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Beziiglich des Einflusses des Bodens liegen folgende von Russel 
und Bishop (42) stammende Beobachtungen vor. Lehmiger Mergel, 
der die groBten Ertrage liefert, brachte Gersten mit dem nieder- 
sten N-Gehalt, Sandboden. die kleinsten Ertrage mit h6dchstem 
Stickstoffgehalt. Diese umgekehrte Regel zwischen Ertrag und 
N-Gehalt stimmt dann nicht, wenn grdBere Stickstoffvorrate im 
Boden vorhanden sind, so fallt Moorboden infolge seines Stickstoff- 
reichtums aus.der Regel heraus. Jeder-Boden erzeugt Gersten mit 
ganz bestimmtem Charakter. 


Ordnet man die Gersten nach ihren Werteigenschaften (Geldwert) 
und die Béden, auf denen sie gewachsen, so ergibt sich die Reihen- 
folge: Lehm, Mergel, schwerer Lehm, Sand, Moor, eine Reihe nach 
welcher die Béden den Wert und nahezu in gleicher Weise den 
Korn-Stickstoffgehalt beeinflussen. 


5. Proteine bei der Reifung und Keimreife 
der Gerste. : : 


Mit dem Aufbau der Proteine im reifenden Korn beschaftigte sich 
in ausfiihrlicher Weise H. Schjerning (15). Trotz der in einem fru- 
heren Abschnitt an den von ihm angewandten Fallungs- und Dif- 
ferenzierungsmethoden geiibten Kritik sind seine Ergebnisse auch 
heute noch so wertvoll, daB sie kurz zusammengefait Erwahnung 
finden sollen. 


Die wichtigsten Ergebnisse, die fiir uns hier besonders in Betracht 
kommen, sind folgende: Bis zur Gelbreife erstreckt sich das Ent- 
wicklungsstadium, von der Gelbreife an beginnt das Reifestadium. 
Bei einem normalen, nicht zu langen noch zu kurzen Entwicklungs- 
verlauf nehmen von der Gelbreife zur Vollreife die tryptischen, 
peptischen und loslichen Stickstoffverbindungen ab, die unldslichen 
dagegen zu. Das Stadium der Vollreife ist' nach Schjerning dann 
erreicht, wenn die Umwandlung der léslichen Stickstoffverbindun- 
gen in unlosliche aufgehért oder ein Maximum erreicht hat. Das 
gleiche gilt auch quantitativ beziiglich des Gesamtgehaltes an 
Asche und freier Sdéure nur mit dem Unterschied, daB uns tiber-die 
Beziehungen zwischen ldslichen und unldéslichen Gruppen oder’ 
Kinzelkorpern dieser Substanzklassen nichts bekannt ist. Ferner 
konnte Schjerning aus seinen Versuchen folgern, daB, wenn die Ent- 
wicklungsperiode des Kornes von kurzer Dauer war, der Zahlen- 
wert fur den ProzeB des EiweiBaufbaues stets hoher ist, als der 


92 


fiir die Stickstoffzufuhr, wahrend es gerade umgekehrt ist, wenn 
die,Periode lange dauert. In einer Periode von normaler Dauer 
haben dagegen die beiden Prozesse fast gleiche Zahlenwerte. Mit 
anderen Worten, wenn die Entwicklung des Kornes von der Griin- 
reife zur Gelbreife in einer normalen Zeitdauer stattfindet, dann 
besteht ein Gleichgewichtszustand zwischen der in einer bestimm- 
ten Zeit zugefiihrten und der in der gleichen Zéit in unldsliche 
Proteinsubstanzen tbergefiihrten Stickstoffmenge. Sdé geht also 
Entwicklung und Reife Hand in Hand. In einer Periode von 
kurzer Entwicklungsdauer aber geht der Aufbau von _ loslichen 
Stickstoffsubstanzen in unldsliche mit gr6éBerer Schnelligkeit vor 
sich, als die Stickstoffzufuhr zum Korn, d.h. die Reife fangt schon 
bald an, den EntwicklungsprozeB zu tiberwiegen. Bei einer langen 
Entwicklungsperiode endlich tiberwiegt die Aufnahme. des Stick- 
stoffes tiber den Aufbau, oder die Reifung findet auBerordentlich 
langsam statt. Auch findet wahrend einer langen Entwicklungs- 
dauer der tryptische Aufbau in schwacherem MaBe statt als bei 
einer kurzen Entwicklungsperiode. Klimatische Verhaltnisse tiben 
einen merklichen EinfluB auf den Stickstoffaufbau und den Ver- 
lauf der Entwicklung und Reifung aus. Ein warmer und trockener 
Sommer gibt im allgemeinen einen vollkommeneren Stickstoffauf- 
bau als ein kalter und nasser Sommer. Normale Entwicklung vor- 
ausgesetzt, findet man kurz vor der Gelbreife das Maximum der 
aufbauende Prozesse im Korn. Der Ubergang zwischen Entwick- 
lungs- und Reifungsperiode ist also bei der Gelbreife ein deutlicher, 
bei sehr langer Vegetationszeit verschwindet er. Uberreife am 
Halm auB8ert sich durch den entgegengesetzten Verlauf der Reifung, 
es kommt wieder zu einem Abbau, zu einer Zersto6rung des auf- 
gebauten Materials. Wahrend der Reife ist der Proteinaufbau 
groBer als der Albuminaufbau, wahrend bei der Entwicklungs- 
periode das Umgekehrte der Fall ist. 


In neuerer Zeit befaBten sich Fink und Kunisch (26) mit den wah- 
rend der Reifung vor sich gehenden Stoffeinlagerungs- und Auf- 
bauvorgangen. Hier interessieren die Stickstoffverhaltnisse, welche 
nach den von Bishop (18) ausgearbeiteten Differenzierungsmetho- 
den verfolgt wurden. Fiir den Proteingehalt des Kornes erweist 
sich die Wasserversorgung im Mai als besonders wichtig. Mangel 
an Niederschlagen fiihrt ziemlich sicher zur Erhdhung des Stick- 
stoffgehaltes. Bei ausreichender Feuchtigkeit wahrend Wachstum, 
Kornausbildung und Reife besteht Neigung zu starkerer Glutelin- 
bildung. 
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Der Glutelingehalt bleibt zuriick, wenn bei ausreichender Feuchtig- 
keit im Mai und Juni wahrend der letzten Phase, der Reifung, im 
Juli Diirre einsetzt. Das Glutelin hat allem Anschein nach Bedeu- 
tung fiir die vegetative Entwicklung. Daher begiinstigt starke vege- 
tative Entwicklung der Pflanze und der Kornanlage die Glutelin- 
bildung und somit ist der Glutelingehalt um so hoher, je langer 
durch ausreichende Niederschlage der vegetative Charakter erhal- 
ten bleibt. Setzt friihzeitig starke Warme bei ausreichender Feuch- 
tigkeit ein, so ist damit zu rechnen, da8 im Stadium der Gelbreife 
der Aufbauvorgang ganz oder fast ganz beendet ist. Wird dieser 
Zustand durch schnelles Austrocknen fixiert, so ist nur mehr mit 
geringen Veraénderungen wahrend des Verbleibens der Korner am 
‘-Halm und bei der Lagerung zu rechnen. Allzu frither Wasserver- 
lust bei gleichzeitiger Warme fiihrt zu einer Stérung des normalen 
Ablaufes der Aufbauvorginge, deren Folge notreife Gersten sind, 
wofiir die Jahrginge 1904 und 1911 bekannte Beispiele sind. In 
solchen Gersten ist das normale Gleichgewicht von Einlagerung und 
Aufbau gestort, es finden sich in ihnen verhaltnismaBig viel nieder- 
molekulare Substanzen, auch N-Verbindungen vor, die zwar an- 
fanglich dem Keimling beim Malzen rasches Wachstum erlauben, 
mit dem jedoch die Enzymproduktion nicht Schritt halt, sodaB das 
Wachstum zum Stocken kommt. 

. Bekanntlich besitzt die Gerste bei ihrer Ernte zwar die botanische, 
noch nicht aber die physiologische Reife. Die letztere erhalt sie 
erst, je nach Sorte und Wachstumsbedingungen, nach einer 4 bis 8 
wochentlichen Lagerzeit, nach welcher sie ihre volle Keimfahigkeit 
und damit Vermalzbarkeit erlangt. Wahrend dieses Keimreifungs- 
prozesses gehen die Aufbauprozesse weiter, es lassen sich Konden- 
sationsreaktionen niedermolekularer zu hdher molekularen Ver- 
bindungen nachweisen. Fiir die Stickstoffverbindungen verfolgte 
H. Ltiers (45) derartige Kondensationen mit Hilfe der Formolti- 
tration. Der formoltitrierbare Amidstickstoff nahm wahrend der 
Keimreife ab und zwar im allgemeinen um so mehr, je weiter die 
beobachteten Gerstenproben von ihrer Keimreife entfernt waren. 
Auch der auf einem Warmereiz beruhende Erfolg einer kiinstlichen 
Trocknung und die damit bewirkte Férderung der Keimreife lieB 
sich analytisch auf die gleiche Weise aufzeigen. 


b) Hopfen. 


Die Gesamtmenge des Stickstoffs in der Hopfentrockensubstanz be- 
tragt 2 bis 4% oder auf Protein umgerechnet 12—24%. Davon sind 
ein Drittel bis knapp die Halfte in hei8em Wasser léslich und zwar 
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in Form von Albumosen und Peptonen, Polypeptiden und Amino- 
sauren. Von niedrigmolekularen Stickstoffverbindungen wurden 
von Chapman (46) Histidin, Arginin, Betain, Adenin und Hypo- 
xanthin nachgewiesen. Asparagin, ein vorziiglicher Hefenahrstoff, 
kann bis zu 30% des Gesamt-Hopfenstickstoffs ausmachen. Auch 
Cholin kommt in geringer Menge im. Hopfen vor, desgleichen 
Trimethylamin in altem, erhitzten Hopfen. 

Die niedrig molekularen Stickstoffverbindungen des Hopfens sind 
zum groBten Teil fiir die Hefe sehr gut assimilierbar. Der Verlust, 
den die Wiirze beim Hopfenkochen durch Koagulation hochmole- 
kularen, nicht assimilierbaren MalzeiweiBes erleidet, wird durch 
das Inlésunggehen von leicht assimilierbaren Stickstoff aus dem 
Hopfen nicht nur quantitatiy aufgewogen, sondern qualitativ tber- 
kompensiert. 


B. Malzerei 


a) Weiche. 


Wahrend des Weichens der Gerste erfolgt eine Auslaugung der 
Spelze, von der nach den Studien von Ltiers und Stauber (47) auch 
der Stickstoff betroffen wird...Von Kaltem, destillierten Wasser 
wird nur wenig Stickstoff aus der Spelze gelost. Steigende Tempe- 
ratur von 17,5 bis 100° fordert die Lésung nicht nennenswert. Lange 
Zeit (45 Std.) erhoht die Auslaugung. Laktatpuffer von pH 5 erhdht 
die Lésung im Vergleich zu reinem. Wasser, 0,25%ige Salzsdure 
steigert sie. weiter, jedoch werden alle diese Mafnahmen von 
0,25%iger Kalilauge, noch dazu wenn diese warm angewandt wird, 
ubertroffen. Damit erklart sich der qualitatsfordernde Einflu8 
einer alkalischen Warmwasserweiche nach Moufang (28), die nicht 
nur das Spelzenprotein (die Testinsdéure), sondern auch Gerbstoffe, 
Bitterstoffe, Farbstoffe, Pentosane, Mineralstoffe u.a.m der Spelze 
entzieht. Auch gesattigtes Kalkwasser (0,14%ig) hat ebenfalls ein 
gutes Losungsvermogen fiir den Spelzenstickstoff. 


Weitere Versuche -tiber die Auslaugung durch verschiedene Weich- 
wasser stammen von K.Miindler (48), die an Modellversuchen aus- 
gefuhrt zu ahnlichen Ergebnissen, wie sie die oben genannten 
Autorer erhielten, fiihrten. Kalilauge lést organische Stoffe wie 
N-Verbindungen, Farbstoffe und ~Gerbstoffe immer starker als 
gleich starke Sdéuren. Sduren besitzen bei pH 3—3,5 (gemessen im 
Weichwasser) ein Minimum an Liéslichkeit, auch’ beztiglich der N- 
Verbindungen. 


b) Keimung. 
Ftir die Lebensfunktion des keimenden Kornes nehmen die Prote- 
ine und Stickstoffverbindungen die erste Stelle ein, denn sie sind 


mit vollem Recht als die eigentlichen Trager des Lebens anzu- 
sprechen. 


Wie bereits bei der Gerste erwahnt, kommt das Eiweif8B8 histologisch 
in verschiedenen Formen vor, ndmlich einmal in der Kleber- oder 
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Aleuronschicht, das wahrend des kurz befristeten Keimungsvor- 
ganges der technischen Malzerei keine Rolle spielt und ziemlich un- 
verandert in die Trebern geht. Dann das unter der Aleuronschicht 
abgelagerte ReserveeiweiB, dessen Menge in ziemlich weiten Gren- 
zen schwanken kann. Dieses EKiwei8 dient dem Keimling vornehm- 
lich als Stickstoffnahrung. SchlieBlich das in dew Endospermzellen 


-als Uberrest des einstigen Protoplasmas abgelagerte histologische 


EiweiB, das erst in zweiter Linie zur Ernahrung des Keimlings 
nutzbar gemacht wird. Die Mobilisierung des im Endosperm ab- 
gelagerten EiweiBes erfolgt, ebenso wie im tierischen Organismus, 
durch Loéslichmachung und Abbau zu einfachen niedermolekularen 
Bausteinen unter Mitwirkung verschiedener proteolytischer En- 
zyme. Aus den diffusionsfahigen Spaltprodukten baut sich der 
Keimling sein Eiwei8B wieder auf, wobei er zur Synthese allenfalls 
sonst noch ben6dtigte organische Gruppen z.B. aus dem Reich der 
Kohlehydrate oder anorganische Stoffe wie Phosphor und Schwefel 
zu Hilfe nehmen kann. Die zur Synthese des EiweiBes erforder- 
liche Energie bestreitet er aus der Verbrennung von Kohlehydraten 
im AtmungsprozeB. 


Die Bedeutung des EiweiBes hat man im Braugewerbe schon lange 
erkannt, doch betrachtete man in frtiheren Zeiten die EiweiBfrage 
in erster Linie vom quantitativen Standpunkt, indem man den 
Zusammenhangen zwischen Proteingehalt der Gersten und der 
Extraktausbeute in erster Linie Beachtung schenkte. Auf. diese 
Verhaltnisse wurde bereits anlaBlich der Eigenschaften und der Be- 
urteilung der Gerste eingegangen. Heute jedoch beansprucht die 
EiweiBfrage hauptsachlich vom qualitativen Standpunkt aus unser 
Interesse. Fiir eine Reihe von Ejigenschaften des Bieres z. B. 
Schaumhaltigkeit, Vollmundigkeit, Neigung zu Triibungen, um nur 


einige zu nennen, ist nicht so sehr der Gesamtproteingehalt einer 


Gerste, sondern vielmehr die Menge der einzelnen Proteinindivi- 
duen und das Ausma8B ihrer Umwandlungen in Malzerei und Sud- 
haus von Bedeutung. 


Im Gegensatz zum enzymatischen Starkeabbau ist die analytische 
Beschaftigung mit dem Proteinabbau verhaltnismaBig jungeren 
Datums und fihrte erst zu wirklichen Erfolgen, als mit fort- 
schreitender Entwicklung der Enzymchemie auch die Methoden der 
Verfolgung des EiweifBstoffwechsels zuverlassiger wurden. 


Die dlteren Arbeiten auf diesem Gebiet, so sehr sie ftir ihre Zeit 
wertvoll und mit viel Mtihe ausgefiihrt worden waren, haben heute 
vollig an Bedeutung verloren. Es mu8 gentigen auf die wichtigsten 
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lediglich hinzuweisen, es sind dies z. B. die Verdffentlichungen von 
Vines (49), Wei® (5), Lundin (51), Windisch und Schellhorn (52), 
Schjerning (15), welche mit anderen zusammen von A. Hesse (35) 
referiert und ausfiihrlich kritisch gewertet-worden sind. Zum Ver- 
stindnis des Proteinabbaues in Malzerei und Sudhaus ist die 
Kenntnis der im Malz wirkenden Proteasen erforderlich, woruber 
aus jlingerer Zeit eine Reihe von aufschluBreichen Veroffentlichun- 


gen vorliegen. 


1. Die proteolytischen Enzyme der keimenden 
Gers te: 


Beziiglich der Einteilung der Gruppe der Proteasen sei auf den all- 
gemeinen Teil (S. 23) verwiesen. Dort sind auch die wesentlichsten 
Methoden, nach welchen die Proteolyse verfolgt werden kann er- 
wahnt, namlich Bestimmung der Aminogruppen mit salpetriger 
Saure nach D.D.van Slyke, Formoltitration nach Sérensen, direkte 
Titration der Carboxylgruppen in AlkoholtiberschuB nach Will- 
statter und Waldschmidt-Leitz. Dazu kommt noch die Titration der 
Aminogruppe nach Azetonzusatz nach Liderstr6m-Lang (53). 

Auer diesen allgemeinen Methoden haben sich noch einige spezielle 
entwickelt. So laBt sich z.B. die Abnahme der Gelatineviscositat 
als Ma8 fiir die Proteinaseaktivitaét verwerten, was Koch, Nelson und 
Ehrnst (54), sowie Landis und Frey (55) fiir die Bestimmung von 
Malz- und Cerealienproteinasen ausniitzen. Komazawa (56) verfolgt 
den Abbau des Caseins durch Malzproteasen, indem er das unver- 
daute Casein durch Zitronensdure fallt und bestimmt. L. Idoux (57) 
benutzt als Substrat durch Erhitzen inaktiviertes Gerstenmehl und 
betrachtet den loslich gewordenen Stickstoff als MaB fiir die Aktivi- 
tat der proteolytischen Enzyme. Kolbach und Simon (58) ermitteln 
die proteolytische Kraft von Malzausztigen mit Edestin als Substrat ~ 
und Bestimmung des daraus dauernd ldslich gewordenen Stickstoffs 
nach Kjeldahl. Weitere Moéglichkeiten, die Wirkung der Proteasen 
beim Keimen und Maischen zu verfolgen, bestehen darin, die in Lé- 
sung gegangenen oder weiter umgewandelten Stickstoffverbindun- 
gen durch Fallungs- oder Adsorptionsreaktionen (Schwermetall-Mg- 
Salze, Tannin, Kohle etc.) zu differenzieren, worauf spater noch ein- 
gegangen wird. ; 

Nach diesen orientierenden Ausfuhrungen iiber die Proteaseh im 
allgemeinen soll nun zur Besprechung der eiweiBabbauenden En- 
zyme der keimenden Gerste ubergegangen werden. Auf die Alteren, 
oben bereits zitierten Arbeiten braucht nicht mehr Riicksicht ge- 
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nommen werden, da sie entweder mit unzulanglicher Methodik aus- 
gefuhrt wurden oder ihnen heute iiberholte Vorstellungen tiber die 
Natur der Proteasen zugrunde liegen. In neuerer Zeit haben sich 
ziemlich gleichzeitig und von einander unabhangig eine gréBere 
Zahl von Forschern mit den Proteasen des Griinmalzes beschaftigt 
und sind dabei zu tibereinstimmenden Ergebnissen gelangt. Diese 
Forscher sind Liiers und Malsch (59), v. Euler, S. Myrback und K. 
Myrback (60), Linderstr6m-Lang und Mill (61), Ambros und Harten- 


~ eck (62), sowie Hopkins (63). Nach den Feststellungen dieser Autoren 


kommen im keimenden Gerstenkorn eine Proteinase und minde- 
stens zwei Peptidasen vor. 


Die Proteinase der Gerste und des Malzes gehort ihren Eigen- _ 
schaften nach zum Typus des im Pflanzenreich weit verbreiteten 
Papains. Dieses Enzym ist durch sein Wirkungsoptimum bei pH 
etwa 5 ausgezeichnet. Es greift isoelektrisches Eiwei8 an. Je nach 
dem als Substrat verwendeten EiweiBkérper schwankt das pH- 
Wirkungsoptimum etwas, wie folgende Tabelle zeigt: 


Gelatine pH 4,9—5 
Edestin tree 5 
Eialbumin-Pepton » 4,8 
Eialbumin 3.2450 
Wittepepton eo AS, 
Casein » 3,0—),7 


Wie das Papain wird auch die Gerstenproteinase durch Blausaure 
um etwa 50% in ihrer Wirkung aktiviert, wobei mit Gelatine als 
Substrat das pH-Optimum von 4,9 auf 4,6 bis 4,7 verschoben wird. 
Ebenso gelingt eine Aktivierung durch Schwefelwasserstoff und 
Thiole (Glutathion). Bei pH=5 1aBt sich die Proteinase optimal an 
Tonerde A, weniger gut an. Tonerde C y adsorbieren und durch 
Elution mit secundéarem Natriumphosphat ganz oder nahezu von 
den Peptidasen trennen. Auch Kaolin und Eisenhydroxyd sind gute 
Adsorptionsmittel, welche gleichzeitig eine Anreicherung und teil- 
weise Trennung der Proteinase von den Peptidasen ermdglichen. 

Charakteristisch fiir die Proteinase ist ihre verhdaltnismaBig gute 
Temperaturresistenz, wodurch sie sich von den Peptidasen unter- 
scheidet. Ihre beste Temperaturbestandigkeit liegt bei der isoelek- 
trischen Zone der Malzeiweifstoffe, ndmlich bei einem pH von 4,4 
bis 4,6, bei welchem sie Temperaturen von 60—70° noch kurzere 
Zeit vertragt, wahrend sie bei pH 6,0 10 Minuten auf 62° erhitzt 
etwa 80—85% ihrer Aktivitat einbuBt. Gegenwart groferer Mengen 
von EiweiBkérpern scheint ihre Temperaturstabilitat zu erhohen. 
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Kolbach (loc. cit. 58) untersuchte das Verhalten der Proteinase bei 
einstiindigem Maischen bei verschiedenen Temperaturen, indem er 
die Filtrate auf Edestin zur Wirkung brachte und den loslich ge- 
wordenen Stickstoff bestimmte. Es ergaben sich folgende Resultate: 


1 gemaischt bei Proteolytische Kraft der Filtrate 
20° 162 
30° ; 145 
40° 98 
50° 58 
30° 33 
60° 10 
65° 3 
70° 0 


Man erkennt aus dieser Tabelle, daB bei einstiindigem Erwarmen 
in wasseriger Lésung bereits bei 30° eine wahrnehmbare Schwa- 
chung der Proteinase erfolgt. Bei 70°C ist das Enzym in einer 
Stunde bereits vollstandig vernichtet. Liiers, Kraus, Hartmann und 
Vogt (142) fanden kurz nach dem Einmaischen eines Hochkurz- 
maischsudes bei 62°C im Maischefiltrat keine proteolytische Kraft 
mehr, was wohl auf die weniger empfindliche Formoltitration als 
Bestimmungsmethode zurtickzufiihren ist. 


Die Peptidasen des Griinmalzes unterscheiden sich von der 
Proteinase sowohl durch ihr pH-Optimum als auch durch ihre Tem- 
peraturempfindlichkeit. Sie wirken am besten bei sehr schwach 
alkalischer Reaktion. So erfolgt die Spaltung des Leucylglycins am 
besten bei pH 7,5 (Ltiers und Malsch, Linderstrém-Lang und Mill), 
wahrend nach spateren Beobachtungen von Linderstré6m-Lang und 
Sato (64), das pH-Optimum der Leucylglycinspaltung bei pH 8,6 
liegt. Alanylglycin wird optimal bei pH 7,8 gespalten. Bei pH 6,0, 
dem pH der keimenden Gerste zeigen die Peptidasen noch deutliche 
Wirkung, bei pH 4,5—5,0, wo die Proteinase am besten wirkt, ist 
ihre Aktivitaét bereits erloschen. Beim Erhitzen in wasseriger L6- 
sung werden sie bereits bei Temperaturen unter 50° geschadigt und 
bei 60° rasch zerstort. : 


Daf im Malz mehrere Peptidasen vorliegen mtissen, geht daraus 
hervor, daB Malzauszug Leucylglycin etwa 15—20 mal, Alanyl- 
glycin rund 8 mal schneller spaltet als Glycylglycin. Weiterhin fan- 
den Linderstrém-Lang und Holter (65) mit ihrer sehr substilen 
mikrohistochemischen Arbeitsmethode, daB das Verhaltnis der Ge- 
schwindigkeiten, mit welchem Alanylglycin und Leucylglycin ge- 
spalten wird, entlang der Primordialwurzel stark wechselnde Werte 
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aufweist. Es ist am kleinsten in der Wuchszone der Wurzelspitze 
und am groBten in den tibrigen Teilen der Wurzel. Die gleichen 
Untersuchungen zeigten weiterhin, daB die Peptidaseaktivitat der 
Primordialwurzel jeweils ein scharfes Maximum 0,8mm von der 
Wurzelspitze entfernt besitzt und somit im Zusammenhang mit 
dem Langenwachstum der Wurzel steht. Von Interesse ist schlieB- 
lich noch ‘die Feststellung, daB die Peptidasen nur an den Orten des 
Wachstums, namlich in der Wurzel, dem Blattkeim, dem Schildchen 
und angrenzenden Gewebe, nicht jedoch im Endosperm oder der 
Aleuronschicht zu finden sind. 

Proteinase und Peptidasen sind zu einem Teil wasserléslich, liegen 
also als Lyoenzyme vor. Daneben findet sich aber ein erheblicher 
Teil an die Zellstruktur gebunden vor (Desmoenzyme), wie Kolbach 
(66) nachweisen konnte. Gerade fiir diese in den Zellen verankerten 
proteolytischen Enzyme mu man eine héhere Temperaturresistenz 
annehmen, was fiir die Proteolyse im Sudhaus von Bedeutung ist. 
-AuBer den bisher besprochenen Proteinase und Peptidasen haben 
nun Blagoveschensky und Sossiedow (67), Holter (68), Northrop (69) 
und Kosmin (70) die Beobachtung gemacht, dafB in Getreidesamen, 
auch im Pepsin, eine proteolytische Komponente vorkommt, welche 
sehr stark desaggregierend auf hochmolekulare EiweiSkorper, wie 
Gliadin-Glutenin oder Gelatine wirkt, ohne da8B damit der Amino- 
stickstoff auch nur annahernd im gleichen Mae zunimmt. Liters 
und Hiittinger (71) und Liiers und Lother (72) konnten diesen Befund 
an Malzausziigen bestatigen. Es 1aBt sich leicht zeigen, da Malz- 
auszug die Viscositaét einer Gelatinelésung in kurzer Zeit sehr stark 
herabsetzt, wahrend der in der gleichen Zeit gebildete Amino- 
stickstoff ganz unbedeutend ist. Rein physikalisch-chemisch des- 
aggregierende Enzyme sind bis heute nicht bekannt und es ist auch 
sehr unwahrscheinlich, daB es solche gibt, denn bisher ist jede 
Enzymwirkung auf eine bestimmte chemische Reaktion zurtick- 
zufiihren. Nachdem aber die desaggregierende Wirkung dieser 
Proteinasekomponente auBer Zweifel steht, mtissen wir annehmen, 
daB entweder die Lésung einiger weniger, analytisch kaum mit 
Sicherheit zu erfassender Peptidbindungen bereits zum Zerfall der 
groBen, die Viscositaét z. B. der Gelatinelésung bedingenden Eiweif- 
komplexe in kolloidchemisch kleinere fiihrt, oder aber dafi aufer 
den Aminogruppen noch andere, z. B. SH-Gruppen, die Verkniipfung 
der EiweiBk6érper niederen Molekulargewichtes zu den grofen Mi- 
zellen besorgen. Bevor hier nicht eine weitere Klarung erfolgt ist, 
besteht kein AnlaB besondere desaggregierende Enzyme (,,Gela- 
tinase“) anzunehmen. 
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Zu den EiweiSkérpern sind auch die Nucleoproteine zu zahlen, wo- 
riiber im allgemeinen Teil bereits berichtet wurde. Die den Nucleo- 
proteinen zugrunde liegenden Nucleinsauren unterliegen ebenfalls 
dém enzymatischen Abbau und zwar spalten Polynucleotidasen 
(oder Nucleinasen) die Polynucleotide in Nucleotide. 

Nucleotidasen die Nucleotide in Nucleoside und shies eect 
und Nucleosidasen die Nucleoside in Base und Kohlehydrat. 

Von diesen ohne Zweifel auch beim Keimungsvorgang wirkenden 
Enzymen sind bisher nur Nucleotidasen festgestellt, sie gehoren je- 
doch nicht zu den Proteasen sondern zu den Phosphataseh. 

Wie nahezu sdmtliche Enzyme erfahren auch die Proteasen wahrend 
der Keimung eine Zunahme ihrer Aktivitat. Wahrend man jedoch 
bei den meisten Enzymen diese Zunahme unmittelbar durch Fer- 
mentaktivitats- oder Konzentrationsbestimmungen an geeigneten 
Substraten zahlenmaBig verfolgen konnte, sind derartige Unter- 
suchungen an den Proteasen nur sparlichsvorgenommen worden. 
_Waldschmidt-Leitz und Purr (73) verfolgten die Aktivitatszunahme 
der Proteasen im Vergleich zur Amylase wahrend der Keimung und 
fanden folgende prozentuale Zunahmen: 


Aminopoly- Dipepti- 


Amylase Proteinase peptidase dade 
Ungekeimte Gerste 0 0 0 0 
Geweichte Gerste 0 42 0 0 
spitzende Gerste 11 63 Ad ie 
Wurzelkeimlange lem 140 290 230 240 
5 2cem 1700 230 65 = at) 
” 4cm 1350 260 90 90 
% 7cem 1200 330 210 - 100 


Daraus ist ersichtlich, daB die Entwicklung der proteolytischen En- 
zyme bereits in den ersten Keimstadien sehr kraftig einsetzt und 
der Entwicklung der Amylaseaktivitét deutlich vorauseilt. Die 
Proteasen sind an der Freilegung der Amylase aus inaktiver Bin- 
dung wesentlich beteiligt. ‘ 
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2-Der Eiweifabbau beim Malzen. 


Auer diesen Beobachtungen tiber eine unmittelbare Steigerung der 
Proteasenaktivitat wahrend der Keimung liegen zahlreiche Fest- 
stellungen im Schrifttum vor, welche auf Veranderungen der korn- 
eigenttimlichen Stickstoffverbindungen abzielend, auf mittelbarem 
Wege von der Tatigkeit der Proteolyse wahrend der Keimung Zeug- 
nis ablegen. Und gerade solche Ermittlungen sind es vornehmlich, 
die das Interesse des Brauers in Anspruch nehmen. Folgen wir ins- 
besondere den Studien von Bishop (18), Fink und Kunisch’ (26), 
Takahashi und Shirahama (74), Rose und Anderson (75), so stellen 
sich die Veranderungen, welche die einzelnen Stickstoffgruppen im 
Verlauf der Keimung erfahren, folgendermafen dar: 


Einleitend mu darauf hingewiesen werden, daB eine Auffassung 
Osborne’s (1), wonach das Hordein der Gerste beim Keimen in einen 
neueh EiweiBkoérper, da®B Bynin iibergeht, nicht zu Recht besteht. 
Luers (76) untersuchte die beiden EiweiBkorper auf ihre Stickstoff- 
verteilung nach van Slyke und fand sie sehr weitgehend tiberein- 
stimmend. Auch aus dem regelmaBigen Verlauf der Abnahme des 
Hordeins, welchen schon friiher Kraft (77) verfolgte, ergab sich kein 
Anhaltspunkt fijr das Auftreten eines neuen EiweiSkérpers wahrend 
der Keimung. Auch Bishop (loc. cit. 18) fiihrt ahnliche Argumente 
wie Luers ftir die Identitat beider Proteine ins Feld, soda wir 
heute diese Angelegenheit als erledigt betrachten diirfen. Auch hin- 
sichtlich des Edestins, von dem Osborne glaubte, es gehe bei der 
Keimung in Bynedestin Uber, gilt das gleiche. 


Das Wesentliche bei der Proteinldsung in der MAlzerei ist nun die 
Tatsache, dai die beiden unloslichen EiweiBk6rper der Gerste Hor- 
dein und Glutelin zu einem erheblichen Teil, allerdings nicht etwa 
vollstandig in salzlésliche EiweiBk6rper umgewandelt werden. Da- 
bei geht die Léslichmachung der beiden Proteine nicht gleichformig 
von statten, sondern anfanglich ist der Hordeinabbau besonders 
kraftig, wird dann aber im weiteren Verlauf der Keimung schwa- 
cher und bleibt dann hinter dem allméhlich immer starker werden- 
den Glutelinabbau zurtick. Der Glutelinabbau setzt erst mit be- 
ginnender Blattkeimentwicklung ein, verstarkt sich mit fortschrei- 
tendem Blattkeimwachstum und lat dann, langsamer als der Horde- 
inabbau, gegen Ende der Keimzeit wieder nach. Aus den salzléslichen 
Abbauprodukten von Hordein und Glutelin baut der Keimling sich 
nur das Glutelin wieder auf. Auf diese Weise wird der tatsachliche 
Abbau des Glutelins bei der Analyse des ganzen Kornes verdeckt. 
Die Menge des neu aufgebauten Glutelins wird von der Intensitat 
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des Blattkeimwachstums beherrscht. Je langer die Keimzeit ist und 
je langer der Blattkeim sich entwickelte, desto mehr Glutelin wird 
wahrend der Malzung wieder aufgebaut. Differenziert man den salz- 
lo6slichen Stickstoff, wie dies Bishop tat, in weiteren Fraktionen, so 
sieht man, daB aus den beiden Proteinen Hordein und Glutelin ein- 
fachere mit der Bezeichnung ,,Nicht-EiweiBstickstoff* belegte Abbau- 
stufen entstehen. Zwischen dem Abbau der EiweiSk6rper und ihrem 
Aufbau im Keimling stellt sich etwa am fiinften Keimtag, normalen 
Keimverlauf vorausgesetzt, ein Gleichgewichtszustand ein, der durch 
folgende von Bishop gegebenen Analysendaten gekennzeichnet ist. 


Gerste Malz 

in “des Ges. N. 
Nicht-Protein-Eiweif8 (Aminosduren) i 32 
Proteosen 5 9 
Albumin 13 10 
Globulin (Edestin) 10 11 
Hordein E 37 17 
Glutelin 30 21 


Wahrend diese Analysendaten sehr eindrucksvoll die Verhdltnisse im 
statischen Gleichgewicht veranschaulichen, geben die folgenden von 
Takahasi und Shirahama stammenden Zahlen einen Einblick in das 
dynamische Geschehen bei der Keimung. 


Keimdauer Std. 0 Brg: 48 v2 120 
wasserloésl. + 10% 

NaCl losl. N. 20,0 29,3 38,8 42.8 51,6 
70% Alkohollésl. N 

(Hordein) 21,4 10,5 10,0 6,1 ra, 
0,2% NaOH lésl. N 

(Glutelin) 5 fol 33,7 28,8 16,8 22,0 
Blattkeim- etwas) 3-5mm 5-6mm_ 9-12 mm 
entwicklung angeschwoll. 16% 60% 100% 


Luers und Loibl (loc. cit. 78) stellten den Abbau der Proteine im Ver- 
lauf der Keimung zu einfachen nicht mehr Proteinnatur besitzenden 
Verbindungen an dem gewaltigen Anstieg des formoltitrierbaren 
Stickstoffs fest, wobei aber ebenfalls berticksichtigt werden muB, daB 
der gleichzeitig erfolgende Aufbau von Glutelin in der Keimanlage 
auch hier die tatsachlichen Werte verkleinert erscheinen 148t. Wei- 
terhin fanden die genannten Autoren, daB8 der gesamtlisliche Stick- 
stoff und der koagulierbare Stickstoff beide_in einem’ zueinander 
konstant bleibenden Verhaltnis bei der Keimung zunehmen, woraus 
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man den SchluB zu ziehen geneigt ist, daB die aus den unldéslichen 
Proteinen zundchst entstehenden echten, léslichen Proteine in dem 
Ma8e ihres Entstehens auch weiter abgebaut werden. 

Da die Formoltitration nur den Amidstickstoff in seiner Gesamtheit 
umfaBt, aber nicht differenziert zwischen Aminosdure-N, Dipeptid- 
oder Polypeptid-N, hat E. Schild (79) auf Veranlassung des Verfas- 
sers einige colorimetrisch zuverlassig bestimmbare Aminosduren wie 
Cystin, Tyrosin und Tryptophan im Verlauf der Keimung quanti- 
tativ ermittelt und sie in Vergleich zum formoltitrierbaren Stickstoff 
gesetzt. Das Ergebnis enthalt folgende Tabelle: 


In 100 g Trockensubstanz sind enthalten: 


Keimtag 
Pspiete co Pt te Ges 8. Gt! 7, 1-8, 9,8)" I9; yack: 

Extrakt in g 7,83 5,45 6,10 8,46 12,36 13,40 15,40 15,89 16,37 16,68 16,87 17,44 16,83 
léslicher N mg 228 187 217 250 596 432 465 462 472 469 480 490 443 
koagul, N mg 7 46 #63 69 88 98 122 137 134 135 140 135 101 
dauernd Isl. Nmg 151 ‘141 154 181 380 334 343 335 338 334 340 355 342 
Formol N mg 19,2 22,7 28,7 .49,0.104 ‘116 122 120 111° 311 114° (119~ 112 
Cystin N mg SA. 97,0 ~ 8:7) 8,1 10,6. 11,9*13,2' 12.7 19,8. 12,5. -12,9 13:1 15,8 
Tyrosin N mg OTe 21.6 257, 495,60. Bo $1 25.6 5G 515 0 81 
akt. Tryptophan 7 

Nmg * CS ete. 080. 8 7 SA 3.) er ROG) 39. 4d SEC 8% 


Summe des N der 3 
Aminosauren mg 13,0 10,9 12,6 13,3 18,1 2,3 22,0 21,4 22,3 21,6 22,4 22,7 25,6 


Diese Summe in % 
des Formol N 68 53 44 27 17 17 17 a7, 18 18 18 17 23 


Diese Tabelle 148t die Verdnderungen der Stickstoffsubstanzen bei 
der Keimung sehr gut in Erscheinung treten. Man sieht, da der ge- 
samtlosliche Stickstoff wahrend der Weiche infolge Herauslésens 
aus dem Korn bezw. den auBeren Anteilen abnimmt. Der Verlust 
an hochmolekularem, namlich koagulierbarem Stickstoff in der 
Weiche ist geringer als der Verlust an Gesamt-N, sodaB auch niedrig- 
molekulare N-Substanzen gelést worden sind. Allerdings darf man, 
wie Kolbach und Antelmann (loc. cit 80) mit Recht kritisch’ bemer- 
ken, der Ermittlung des koagulierbaren Stickstoffs nicht zu _ viel 
Wert beilegen, weil das veranderte Salzmilieu sie unsicher gestaltet. 
Wenn nun der Formolstickstoff anstatt eine zu erwartende Abnahme 
eine deutliche Zunahme zeigt, so beruht dies darauf, daB bereits 
wahrend der Weiche ein enzymatischer Eiweifabbau einsetzt. Man 
kann immer wieder, so auch hier die Beobachtung machen, da die 
Entwicklung der proteolytischen Funktionen jenen anderer enzyma- 
tischer Krafte (wie Amylase) erheblich vorauseilt, dafiir aber dann 
etwa am 4. bis 5. Keimtag schon das Maximum erreicht. 
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Interessant sind nun auBer dem allgemeinen Ansteigen des loslichen, 
koagulierbaren und dauernd 1loslichen Stickstoffs die Verhaltnisse 
fiir den Aminostickstoff. In der Gerste sind keine oder nur geringe 
Mengen von Polypeptiden vorhanden. Der geringe Formol-Stick- 
stoffgehalt riihrt wahrscheinlich nur von Aminosauren her. Waéhrend 
des Keimens verschiebt sich das Verhaltnis zugunsten der Polypep- 
tide, denn die Aminosauren (Cystin, Tyrosin, Tryptophan) steigen im 
Gegensatz zum Formol-N nur geringfiigig an. Die EiweifSabbau- 
produkte, welche man durch die Formoltitration erfaBt, sind also 
sehr verschieden zusammen gesetzt, in der Gerste bestehen sie fast 
nur aus Aminosduren, wahrend bei fortschreitender Keimung die 
Polypeptide iiberwiegen. Die Bildung der Aminosauren wahrend der 
Keimung ist viel gréBer als die obige Tabelle erkennen lat, denn 
ein nicht unbetrachtlicher Teil derselben wird zum Aufbau von Ei- 
weiBsubstanzen im Keimling verwendet. 

Auch der mit etwa 3—4 mg in 100g Trockensubstanz nur sehr ge- 
ringfiigige, aber immerhin etwa 10—12% des Formolstickstoffs be- 
tragende Ammoniakstickstoff der Gerste erfahrt nach Windisch, 
Kolbach und Schild (81) wahrend der Keimung eine Zunahme auf 
etwa 6 mg oder um 64%, was wohl in erster Linie auf die enzyma- 
tische Abspaltung von Ammoniak aus Saureamidbindungen (Aspara- 
gin, Glutamin) zuriickzuftihren sein dirfte. Méglicherweise spielt in 
geringem Umfang auch eine Desaminierung von Aminosduren ,eine 
Rolle. 

Wie bereits oben erwahnt wurde, nimmt bei normalem gleichmabi- 
gen Wachstum der salzlésliche Stickstoff anfangs stark zu, jedoch 
findet keine stetige Anreicherung im Mehlkoérper statt, sondern mit 
fortschreitender Keimung erfolgt sogar eine geringe Abnahme des 
salzloslichen Stickstoffs im Mehlkérper, wenn man ihn prozentual 
auf den Gesamt-N des ganzen-Korns bezieht. Ein kontinuierliches 
Anwachsen des salzloslichen Stickstoffs konnte dagegen von Fink 
und Kunisch (loc. cit. 26) in der Keimanlage beobachtet werden. 
Eine Einschrankung des Keimlingswachstums hat zur Folge, daB 
sich der salzlésliche Stickstoff im Mehlkorper anreichert, weil in 
diesem Fall das Gleichgewicht zwischen Abbau im Mehlkoérper und 
Aufbau im Keimling gestért ist. Aus diesem Befund darf man eine 
Bestatigung fiir die praktische Erfahrung herleiten, daB die Mal- 
zungsbedingungen zu einer verschiedenartigen Differenzierung des 
EiweiBabbaues fiihren. So ist z. B. durch*Studien von Schjerning (82), 
Liiers (83), KrauB (84), Kolbach (85) und manchen andern bekannt, 
daB eine kalte, langsame Keimung gegentiber einer warmen, rasche- 
ren eine starkere EiweiSlésung zur Folge hat. Dies erklart. sich 
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einerseits daraus, da®B kaltgefiihrte Malze immer reicher an proteo- 
lytischen Enzymen sind, damit an sich schon zu einem kraftigeren 
EiweiBabbau fihren miissen und andererseits daraus, daB, wie wir 
sahen, ein langsames, zuriickgehaltenes Keimlingswachstum zur 
Anreicherung salzléslicher Eiwei8verbindungen im Mehlkorper in- 
folge Verringerung der EiweiSsynthese im Keimling fiihrt. Ein Fal! 
zuruckgedrangten Blatt- und Wurzelkeimwachstums liegt in der 
Praxis des Kohlensaurerastverfahrens vor, wo nach 4—5tagiger nor- 
maler Keimung das Wachstum und damit die aufbauende Tatigkeit | 
der Keimanlage fast ganzlich zum Stillstand kommt, wahrend die 
Enzyme noch ungestért weiter wirken k6nnen, sodaf es hier zu 
einer Anreicherung von EiweiBabbauprodukten im Mehlkorper kom- 
men mu. Liiers (86) fand im Vergleich mit normalen Malzen aus 
gleicher Gerste in Kohlensaurerastmalzen durchschnittlich hdhere 
Formol-Stickstoffwerte, was die Theorie bestatigen wtirde. Um- 
gekehrt mu8 ein langgefiihrtes Malz mit kraftiger Blattkeiment- 
wicklung zu einem” h6dherem Glutelingehalt infolge der Aufbau- 
prozesse in der Keimanlage ftihren als es bei einem kurzgewachse- 
nen Malz der Fall ist. Folgende von Hofman-Bang stammende, von 
Fink und Kunisch (loc. cit. 26) zitierten Analysen, von hellen und 
dunklen Malzen beweisen dies sinnfallig. 


Malztyp EiweiB % Tr. S. N in % des Ges. N 
salzl6sl. Hordein Glutelin 
hell 8,82 99,3 18,8 21,9 
hell 9,08 54,4 18,9 26,7 
dunkel 8,90 - 47,6 22,3 SU, 1. 
dunkel 9,36 44,7 20,9 34,4 


Bei forcierten Malzen, also solchen, die einem unnatiirlich beschleu- 
nigten Wachstum unterworfen waren, ist mit einem relativ geringen 
“Aufbau der léslich gewordenen Eiweifstoffe zu Glutelin zu rechnen, 
dagegen liegt der salzlésliche Stickstoff entsprechend dem Zuwachs 
an Blattkeimmasse hoch. Forcierte Malze sind erfahrungsgemaf 
keine Qualitatsmalze. Ihr von der Norm abweichender EiweiBabbau 
14Bt einen Einblick auf wissenschaftlicher Basis in das bei der Her- 
stellung solcher Malze obwaltende physiologische Geschehen zu. 


Wahrend man tiber die Veranderungen des Hordeins und des Glute- 
lins wahrend der Keimung durch die verschiedenen oben referierten 


. Studien sehr gut unterrichtet ist, haben hinsichtlich der Globulin- 


komponenten (Edestin) erst ktirzlich Untersuchungen von Saverborn, 
Danielsson und Svedberg (siehe Sandegren (4)) naheren AufschluB 
gebracht. 
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Aus den mit Hilfe der Ultrazentrifuge ausgeftihrten Sedimentations- 
diagrammen an Gerste und Malz ging hervor, dafi mit Ausnahme 
der 6-Komponente alle anderen Globulinkomponenten sowohl in 
Gerste als auch im Malz gefunden wurden. Da die y-Komponente 
im Malz in niedrigerer Konzentration als in der Gerste vorlag, muB 
sie wahrend des Malzens teilweise abgebaut worden sein. Daf diese 
Komponente im besonderen angegriffen wurde, ist wohl auf die 
Tatsache zurtickzuftihren, daB sie im Embryo lokalisiert ist und folg- 
lich durch die beim Keimen gebildeten proteolytischen Enzyme ab- 
gebaut wurde. Von den tibrigen Komponenten bleibt die /-Kom- 
ponente augenscheinlich intakt, wahrend die a-Komponente nur sehr 
schwach angegriffen wird. Es ergibt sich somit der wichtige Be- 
fund, daB einige Globulinfraktionen ziemlich unverandert den Kei- 
mungsprozeB tiberdauern. 


3. Die Beurteilung der Proteinlésung. 


Im vorhergehenden Abschnitt wurde verschiedentlich bereits auf die 
Methoden Bezug genommen, mit deren Hilfe eine Verfolgung des 
Proteinabbaues wahrend der Malzung méglich ist. AuBer den schon 
erwahnten Stickstoffdifferenzierungsmethoden von Schjerning, Bis- 
hop und Lundin haben sich in neuerer Zeit mit diesem Gebiet Kol- 
bach (87), Stadnik (88) K. u.S. Myback (89), Fink und Kunisch (26) 
und Rokita und Gfundner (90) befaBt. Fiir die Zwecke der Praxis 
sind die meisten der genannten Verfahren zu langwierig und um- 
standlich, wahrend sie in den wissenschaftlichen Laboratorien ihren 
Zweck erfiillen und am Platze sind. Aus den Bediirfnissen der Praxis 
heraus hat man deshalb immer wieder nach einfachen analytischen 
Hilfsmitteln zur Beurteilung des Eiweifldsungsgrades sich bemiiht. 
So hat als einer der ersten bereits Dinklage (91) versucht, durch 
eine einfache Differenzierung des Stickstoffs in léslichen und koagu- 
lierbaren Stickstoff, ausgedriickt in Prozenten des Gesamt- bezw. 
léslichen Stickstoffs, Richtlinien fiir die Beurteilung der Eiwei8- 
l6sung von Malzen aufzustellen, die in vielen Laboratorien lange 
Zeit zum Teil gute Dienste leisteten. Folgende Tabelle gibt kurz 
zusammengefafit die Normen Dinklages: 


Helle Malze dunkle Malze 


Loslicher N in % des Gesamt-N 29—35 24—30 
Koagulierb. N in % des léslichen N. 21—26 16—25 
koagulierb. N in % des Gesamt-N. 7— 9 4— 7 


Bishop (92) fiihrte spater den dauernd loslichen Stickstoff in Pro- 
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zenten des Gesamt-Malzstickstoffs sogar als Mafistab fiir die Auf- 
- lésung des Malzes ganz allgemein ein und betrachtete Malze mit 
30—35% léslichen Stickstoff als zu wenig, solche mit 37—40% als 
uberlost. Bekannt geworden ist ebenso der von Kolbach (93) ein- 
gefihrte EiweiBlosungsgrad eines Malzes, welcher den prozentualen 
Anteil des in die Laboratoriums-KongreBwiirze tibergehenden lés- 
lichen (nicht dauernd léslichen) Stickstoffs am Gesamt-Malzstickstoff 
ausdriickt. Malze mit tiber 41% léslichem Stickstoff sind als sehr gut 
geldst, solche mit 35—41% als gut gelést und solche mit unter 35% 
als maBig gelést zu betrachten. Auch Kolbach gab sich urspriinglich 
der Hoffnung hin, daB diese einfach zu bestimmende Zahl nicht nur 
ein MaB fiir die EiweiBlosung, sondern ftir die Lésung des Malzes 
uberhaupt darstellen konnte. 


Ebenso hat es nicht gefehlt, den ebenfalls sehr genau und geniigend 
einfach festzustellenden formoltitrierbaren Stickstoff zur Beur- 
teilung der Qualitat eines Malzes heranzuziehen. Langkammerer und 
Leberle (94) und in neuerer. Zeit insbesondere Menzel (95) haben 
diese GroBe zur Normierung der Malze entweder ganz allgemein 
oder wenigstens beziiglich ihrer Eiweiflosung herangezogen. Menzel 
versteht unter der Formolzahl die Milligramme Formol-N in 100 ccm 
12%iger Wiirze und gibt folgende Beurteilungsgrundlage an: 


Malze mit Formolzahl tiber 230 uberlost 
rd 2 F von 200—230 gut gelost 
, 2 ? von 180—200 gut gelodst 
Ee & % unter 180 schlecht gelost. 


Dabei ist aber zu berticksichtigen, daB die Formolzahl mit steigen- 
dem EiweiBgehalt der Gersten ansteigt, d.h. daB Malze mit hoherem 
EiweiBgehalt absolut einen héheren EiweiBabbau aufweisen, soda 
fiir eine zuverlassige Beurteilung auch der Gesamt-Stickstoffgehalt 
berucksichtigt werden mu. Ahnliche Gesichtspunkte gelten auch 
fiir den von Liiers und Geiger (20) gemachten Versuch, den Rest- 
Hordeinstickstoff in Prozenten des Gesamtstickstoffs des Malzes als 
Lésungskriterium heranzuziehen. Nach Bishop steigt der Hordein- 
gehalt der Gersten mit ihrem Gesamtproteingehalt. So besitzt z. B. 
eine Gerste mit 8% Protein 29,3% Hordein-N, eine solche von 14,0% 
Protein 40,2% Hordein-N. Der Hordeingehalt der Malze wird dem- 
nach sowohl vom Gesamt-Proteingehalt der Gerste, als auch vom 
EiweiBlésungsgrad wahrend des MAlzens beeinfluBt. Im allgemeinen 
kénnen folgende Richtlinien gegeben werden. Normal geléste Malze 
besitzen folgende Hordein-N-Gehalte in % des Malzstickstoffs: 
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bei 12—13% Protein der Malz-Tr.S. 29 —30 % Hordein-N. 


” 11—12% ” ” ”? 27,5 —28,5% jf 
10—11% ” ” ” 25 —26,5% ” 
9—10% A ‘ 4 24 —25 % ¥ 


” 


Bei besonders guter Lésung ist der Hordein-N-gehalt niedriger, bei 
mangelhafter Lésung héher als die angegebenen Normalzahlen. 


Leider aber haben sich die Hoffnungen, die man auf die Auffindung_ 
solcher Beurteilungsméglichkeiten ganz allgemein setzte, als etwas 
triigerisch erwiesen und muBten nach der Kritik, die sie durch Ar- 
beiten von Rokita und Gfunder (90), Thunnaéus und Schroderheim (96) 
Hind (97) und jiingst von Fink und Kunisch (loc. cit. 26) erfuhren, 
wieder zurtckgesteckt werden. ) 
Einigermaf8en brauchbar sind solche Normen und zwar in erster 
Linie fiir den Eiwei®losungsgrad, wenn Gersten ven sehr ahnlicher 
Provenienz, annaéhernd gleich hohem Stickstoffgehalt und bei mog- 
lichst gleichartiger Verarbeitung in einem Betrieb vermdalzt werden. 
Unter diesen einschrankenden Voraussetzungen lassen sich mit der- 
artigen Normen statistische Werte gewinnen, die von praktischem 
Nutzen fuir die einzelnen Betriebe sind. Liegen dagegen verschiedene 
Gerstenvarietaten vor, so weisen diese, wie die Schweden Thunnaus 
und Schréderheim in tberzeugenden, jahrelangen Méalzungsver- 
- suchen zeigen konnten, nicht nur verschiedene botanische und phy- 
siologische Eigenschaften auf, sondern. sie vermalzen sich auch ver- 
schieden und geben Malze mit verschiedenen chemischen und brau-~ 
technischen Eigenschaften. Vor allem aber ist die EiweiBlésung eine 
ausgesprochene Sorteneigenschaft, die von der mechanischen Auf- 
losung wenig beeinfluBt wird und infolge dessen als Maf® fiir die 
Losung eines Malzes nicht geeignet ist. So gelang es z. B. nicht, 
durch langeres Malzen die Stickstoffauflé6sung der schwedischen 
Goldgerste bis zu der normalerweise eintretenden EiweiBlosung der 
Bindergerste zu treiben. 

Aus allen neueren Arbeiten geht immer wieder hervor, daB die 
Gerste bereits maBgebliche Eigenschaften fiir den Charakter des 
Bieres mit sich bringt. Am Beispiel der Eiwei&Bk6rper hat man zum 
erstenmal zuverlassig erkannt, wie das AusmaB ihrer Umwandlun- 
gen in Malzerei und zu einem gewissen Teil sogar noch im Sudhaus 
Seo Quantitat und der Qualitaét der Gerstenproteine beeinfluBt 
wird. 

Trotz der zuletzt vorgebrachten einschrankenden Kritik ist aber 
nichtsdestoweniger die Feststellung der EKiweiBlésung mit heran zu 
ziehen, wenn es sich darum handelt, die Qualitat eines Malzes mog- 
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lichst vielseitig und umfassend zu beurteilen. Nur ist sie allein fur 
diesen Zweck nicht zuverlassig genug, es miissen vielmehr andere 
Beurteilungskriterien noch mitberticksichtigt werden. 


4 HinftluB-auBererFaktoren auf-die 
EiweiBlosung. 


Die Ausfthrungen tuber die Beurteilung des Eiweiflosungsgrades 
muBten notwendigerweise bereits eine Reihe von aufBeren Faktoren 
berticksichtigen, welche Einflu®8 auf die Loésung der Eiweifkorper 
beim Malzen gewinnen. Im folgenden sollen diese Faktoren im ein- 
zelnen des Naheren gewirdigt werden. Auf den EinfluB der Gersten- 
sorte wurde bereits oben hingewiesen. Dem Brauer ist es aus 
seiner praktischen Erfahrung heraus langst bekannt, dai sich die 
einzelnen Gerstensorten hinsichtlich ihrer Loslichkeit im allgemei- 
nen und ihrer EiweiSlésung im besonderen verschieden verhalten. 
Hopkins und Krause (98) berichten tiber unver6dffentlichte Versuche 
von Hofmann-Bang aus dem Archiv der Tuborg-Brauerei, denen zu- 
folge sich bei einzelnen Gerstensorten die EiweiBlosung folgender- 
mafen gestaltet: 
“ des Gesamt-N. 

Gerstensorte Salzlosl. N  Hordein Abnahme 


Gerste — Malz 
Binder (gute Malzereigerste) 


Gerste 36,7 36,7 15,4 
Malz 50,2 21.3 

Opal (mittelmaige Gerste) 

Gerste ; ; 35,4 Doe 12,5 
Malz 51,3 rea f 

Seger (schlechte Gerste) 

Gerste 36,5 35,4 11.5 
Matlz;> 47,8 23,9 


Daraus ist ersichtlich, da®B der. Hordeinabbau bei einer guten 
Malzereigerste ein bedeutend starkerer ist ais bei einer ungeeig- 
neten. Die Versuche von Thunndus und Schréderheim, auf die be- 
reits mehrfach hingewiesen wurde, lassen klar erkennen, daf das 
Verhaltnis zwischen loslichem Stickstoff (in der KongreBfeinmehl- 
wiirze) und dem Gesamtstickstoff des Malzes einen fiir jede Sorte 
charakteristischen Wert aufweist, der sich trotz Einfliissen des 
Jahrganges und des Gesamtproteingehaltes immer wieder der 
Reihenfolge nach finden 1aBt. 
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Beziiglich der Korngr68e liegen Beobachtungen von Piratzky 
und Wiecha (99) vor, wonach groBe Korner mit tber 2,8 mm Durch- 
messer, die eiweiBreicher als kleinerkérnige waren, in der Eiweib- 
lésung gegentiber kleineren deutlich zurtickblieben, was die Autoren 
mit hoher Wahrscheinlichkeit auf den geringeren Enzymgehalt 
dieser Korner zurtickfiihren. ; 
Der EinfluB der Keimungstemperatur wurde oben bereits 
kurz gestreift. Bereits Schjerning (loc. cit. 82) konnte in weiter 
zurlickliegenden Arbeiten feststellen, da kaltere Haufenfuhrung 
eine bessere EiweiSlosung bewirkt als eine warmere und daf die 
giinstigsten Temperaturen zwischen 13 und 17°C liegen. Liiers 
(loc. cit. 83) KrauB (loc. cit. 84) sowie Kolbach und Antelmann (100) 
konnten in neurer Zeit diese Befunde bestatigen, die tibrigens A. 
Schmidt (101) auch noch im fertigen Bier feststellen konnte. Daf 
kalt geftihrte Malze im Vergleich zu warmer gefiihrten eine bessere 
Losung der EiweiBstoffe aufweisen, ist darauf zuriickzuftihren, daB 
sie einen hoheren Gehalt an Proteasen besitzen. Vom Standpunkt 
einer Ganzheitsbetrachtung des keimenden Kornes scheinen die 
Verhaltnisse so zu liegen, daB die sich bildende junge Pflanze unter 
verschiedenen Keimungsbedingungen dieselbe Wachstumsgeschwin- 
digkeit beizubehalten sucht. Da durch warme Haufenfiihrung die 
Enzymwirkung gefodrdert wird, werden zum Ausgleich kleinere 
Enzymmengen gebildet. DaB dieser Ausgleich jedoch kein restloser 
ist, beweist eben die starkere EiweiBlésung bei kalterer Fiihrung. 
Da es sich bei warmerer Fiihrung tatsdchlich um eine Einschran- 
kung des EiweiBabbaues auch in qualitativer Beziehung handelt, 
haben Kolbach und Schild (102) durch eine Differenzierung der 
_ Stickstoffverbindungen gezeigt. Beim Ansteigen der Fuhrungs- 
temperatur von 13 auf 25° nimmt die Menge des dauernd lés- 
lichen Stickstoffs, sowie die des formoltitrierbaren (niedermoleku- 
laren) Stickstoffs ab, jene des héher molekularen (mit Ammonsul- 
fat fallbaren) Stickstoffs zu. 
Wahrend auf Grund der zahlreichen an praktischen Malzereiver- 
suchen gewonnenen Erfahrungen heute kein Zweifel mehr dartiber 
besteht, da®B fiir helle Qualitatsmalze vom Pilsner Typ eine kalte 
langsame Haufenfiihrung auch im Hinblick auf den EiweiBabbau 
die zweckmaigste ist, vertreten Liiers und Krau8, sowie Stadler 
(103) die Ansicht, da8 fiir die Erzielung von typischen dunklen Mal- 
zen nach Miinchner Art eine warmere Haufenfthrung zweckdien- 
licher ist. Fur Miinchner Malze bevorzugt man im allgemeinen 
eiweiBreichere Gersten, die sich auch hinsichtlich der Eiwei&Bk6érper 
leichter lésen, wenn sie warmer gefiihrt werden. Zur Ausbildung 
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von Farbe und Aroma, was fiir Miinchner Malze unerliBliche For- 
derung ist, muB ein kraftiger Abbau der Eiwei®korper zu niedrig- 
molekularen Verbindungen angestrebt werden, da diese als Reak- 
tionspartner bei der Melanoidinreaktion wahrend des Darrens zu 
fungieren haben. Das Greifenlassen oder gar eine Brennhaufen- 
fuhrung schafft besonders ausdriicklich die Bedingungen ftir einen 
kraftigen Stickstoffabbau, denn durch das Unterbleiben des Wen- 
dens steigt die Temperatur im Haufen, gleichzeitig reichert sich > 
Kohlensaure an, sodaB synthetische Aufbauvorgange im Keimling 
weitgehend unterbunden werden, jedoch die Enzyme infolge der 
hoheren Temperaturen kraftig weiterwirken. Ein Beispiel, wie 
diese Verhaltnisse den Stickstoffabbau beeinflussen, geben folgende 
von Fink (loc. cit. 104) ermittelte Werte an einem Brennhaufen- 
malz: 
mg in 100g Malztrockensubstanz 


Ges.N. Form.N. ldsl.N. koag.N dauernd 


losl. N. 
Griinmalz ; 
nach 8tag. Keim. 2029 250 705 177 528 
Griinmalz 


mach 8tag. Keim. und 
40 Std. Brennhaufen- — 
fihrung 2111 379 928 151 777 


Beztiglich des Einflusses der Zeitdauer der Keimung (bei kon- 
stanter Temperatur) wurde bereits weiter oben darauf hingewiesen, 
daB derEiweiBabbau bereits sehr friihzeitig, meist schon gegen 
Ende der Weiche kraftig einsetzt, dafiir aber etwa am 5. Keimtag 
zum Stillstand kommt. Dieser Stillstand ist ein scheinbarer, er 
stellt einen Gleichgewichtszustand zwischen Abbauvorgaéngen im 
Endosperm und Aufbauvorgangen im Keimling dar. Besonders 
deutlich tritt er in Erscheinung, wenn man sich auf die Ermittlung 
der Menge des dauernd loslichen Stickstoffs beschrankt, die etwa 
vom 5. Keimtag an praktisch konstant bleibt. Der hochmolekulare 
Stickstoff nimmt nach Kolbach und Schild (loc. cit. 102) mit wei- 
terer Keimdauer noch etwas zu, wahrend der niedrig molekulare 
etwas zurtickgeht. Auch aus den mehrfach erwahnten Versuchen 
von Thunnaus und Schréderheim geht hervor, daB der Eiweif- 
abbau — je nach der Sorte in verschiedenen Ausmafie — nach 
5—6tagiger Keimung einen charakteristischen Wert erreicht, der 
bei langerer Keimdauer nicht oder nur mit groBer Mihe vergroBert 
werden kann. Wesentlich leichtér gelingt dies, wie kurz zuvor er- 
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wahnt, durch Greifenlassen unter Temperaturerhéhung, Brenn- 
haufenfiihrung oder besonders auch durch eine 24—36stundige 
Schwelke. Als Grund fiir den Stillstand der EiweiBlosungen gegen 
Ende der Keimung kommt auBer des sich einstellenden Gleich- 
gewichts zwischen Abbau- und Aufbauprozessen nach Kolbach’s 
(105). Ansicht auch die Verarmung an abbaufahigem Eiwei8 oder 
mindestens ein Mangel an leicht abbaufahigem Eiwei8 im~ Endos- 
perm in Betracht. Dies ist durchaus méglich, wenn wir uns daran 
erinnern, daB das EiweiB des Gerstenkornes in dreierlei Formen, 
ndimlich als Aleuron-Reserve- und histologisches Eiweif8 vorliegt, 
deren Angreifbarkeit fiir die proteolytischen Enzyme eine sehr — 
unterschiedliche ist. Das AleuroneiweiB wird nicht oder kaum 
nennenswert angegriffen, das ReserveeiweiB unterliegt in erster 
Linie dem Abbau, in zweiter Linie erst das histologische Eiweif. 
Ist das ReserveeiweiB abgebaut, so mag damit wohl eine zeitliche 
Caesur des EiweiRabbaues im allgemeinen eingetreten sein. 


Der EinfluB der Reife des Gerstenkornes auBert sich nach Fink 
und: Kunisch (loc. cit. 26) dahingehend, daf eine in der Gelbreife 
geschnittene Gerste in der EiweiBloésung hinter einer in der Voll- 
reife geschnittenen zuruckbleibt. Dies zeigt sich insbesondere in 
- den Hordeingehalten, die mangels geniigenden Abbaues in den - 
Malzen aus den friiher geschnittenen Gersten hdéher lagen als in 
jenen aus Gersten spdterer Schnitte. Der Schnitt der Gerste in der 
Volireife ist also auch ftir den EiweiBabbau der zweckmaBigste. 


Von besonderer Bedeutung ist der EiweiBgehalt der Gersten 
auf den EiweiBlésungsgrad, worauf weiter oben schon hingewiesen 
wurde. Die dem Praktiker aus seiner Erfahrung heraus bekannte 
Tatsache, daB eiweiBreiche Gersten sich schwerer lésen als eiweiB- 
armere hat ja vor einigen Jahrzehnten zu der viel diskutierten 
»HiweiBfurcht“ gefiihrt, die heute infolge der Fortschritte wissen- 
schaftlicher Erkenntnisse und technischer Erfahrungen im groBen 
Ganzen als tiberwunden gelten darf. Nichtsdestotrotz aber bleibt 
die Tatsache bestehen, daB eiweiBdarmere Gersten qualitativ eine 
KiweiSizusammensetzung aufweisen, die eine quantitativ weiter- 
gehende. Lésung gestattet, sodaB eiweiBdrmere Gersten normaler- 
weise immer mehr lésliches EiweiS im Verhaltnis zum Gesamt- 
eiweiB enthalten als eiweiBreichere. Dies driickt sich deutlich im 
EiweiBlosungsgrad aus, der nach Menzel (loc. cit. 95) und Kolbach 
und Antelmann (loc. cit. 100) durchschnittlich folgende Werte in 


Abhangigkeit. vom Gesamt-Proteingehalt der  Trockensubstanz 
aufweist: 
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Menzel Kolbach und Antelmann 


Protein EiweiBlosungsgrad Protein EiweiSlésungsgrad 
11—12% 34,8 12,1 unter 35 
10—11% 550--= 11,4 35—38 

9—10% 37,0 11,3 38—41 
10,9 uber 41 


Diese Tatsachen gaben schlieBlich den Anla& zu der bereits oben 
erwahnten Kritik, den EiweiBlésungsgrad allgemein als ein Kri- 
terium der Lésung des Malzes heran zu ziehen. 


Bezuglich des Einflusses des Weichgrades auf die Eiwei8- 
losung liegen altere Untersuchungen von Schjerning (loc. cit. 82) 
vor. Ein niederer Weichgrad (41,77) hatte in den ersten Keimtagen 
die beste EiweiBlosung zur Folge, jedoch wurde diese im weiteren . 
Keimverlauf nach 5 Tagen von Gersten mit. normalem Weichgrad 
(46,9%) iiberholt» wahrend tiberweichte Gerste (49,6%) in der Ei- 
weiBlosung dauernd stark zurtickblieb. Unterweichte Gerste keimt 
rasch an, zeigt aber dann rasches Nachlassen der Lebenstatigkeit. 
Normal geweichte Gerste keimt langsamer an, halt aber bis zum 
Schlu8 ihre Lebensfahigkeit gleichmaBig durch. Uberweichte 
Gerste beginnt erst 4 Tage nach dem Ausweichen mit der Keimung, 
dann wachsen die lebensfahigen Korner sehr rasch, sodaB die An- 
zahl der tiberwachsenen Korner am Schluf gréRer war als bei der 
knapp oder normalgeweichten Gerste. Hinsichtlich des Eiweib- 
abbaues erweist sich demzufolge ein® normale Weiche als die 
richtige. 

Den Einflu8 der Li ftung auf den EiweiBabbau verfolgte Schjer- 
ning (loc. cit. 82) in allerdings extremer, fiir die Praxis nicht in 
Betracht kommender Versuchsanstellung. Er fand folgendes: 


10 Tage gewachsen % der Malztrockensubstanz 
Malz Wurzel Atm. Verl. Malzausb. Zunahme. d. lésl. N. 
. in % des Ges. N. 
ungentg.- Luftung 3, 3,6 90,1 22,4 
normaleLuftung 4,1 5,9 86,8 26,7 
uberschuss. Luft. 5,6 6,9 84,3 32,4 


Daraus ist ersichtlich, daB die EiweiB8lésung in starkem Mafie von 
der Liiftung beeinflu&t wird, was nicht verwunderlich ist, da einer- 
seits zur Bildung der Enzyme die Atmung unerlaBlich ist, andrer- 
seits eine gesteigerte Atmung auch eine Erhéhung des Stoffwech- 
sels im allgemeinen, des EiweiBabbaues im besonderen zur Folge 
haben mu. Wenn auch, wie man sieht, durch tiberschiissige Luft- 
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versorgung der EiweiBabbau stark gesteigert werden kann, so 
wird er doch durch einen wirtschaftlich nicht tragbaren Malzungs- 
schwund (Wurzeln, Atmungsverlust) erkauft. Zu Beginn der Kei- 
mung ist auf alle Falle eine normale Liftung fur den geregelten 
Ablauf aller Umwandlungsvorgange, also auch des Eiweifiabbaues 
unerlaBlich. Ist die Enzymbildung nach 4—5tagiger Keimung in 
normaler Weise erfolgt, so kann fiir die weitere Tatigkeit der En- 
zyme die Luftversorgung eingeschrankt werden, wie die prakti- 
schen Erfahrungen der Kohlensaurerastmalzerei gentigend be- 
weisen. 

Wie Versuche von Kiihles (106), der die Atmung keimender Gerste 
in der Warburgapparatur verfolgte, zeigten, besitzen eiweiBreiche 
Gersten eine bedeutend groéBere Atmungsintensitat als eiweib- 
normale Gersten. Als einziges Zahlenbeispiel sei folgendes gebracht: 
500 g Griinmalz vom 6. Keimtag verbrauchten in 1° ccm : 


Sauerstoff 
Malz II 47,0 
Malz I normaler N-Gehalt 37.0 
Malz III 15% Protein 
Kalte Fihrung . 95 
warme Fuhrung 104,7 


Die Hitzigkeit eiweiBreicher Gersten kommt in der gewaltig ge- 
steigerten Atmung sinnfallig zum Ausdruck. 
Zuletzt sei noch kurz auf «die Verteilung der Stickstoffver- 
bindungen im gekeimten Korn und den Entzug von Stickstoff durch 
die Keime hingewiesen. Dadurch, daB die Keimanlage allein Wachs- 
tum zeigt, was mit der Ausbildung neuer Zellen und Gewebe un- 
vermeidlich verbunden ist, miissen Inhaltsstoffe des Endosperms, 
darunter auch Stickstoffverbindungen in die Keimanlage abwan- 
dern. Wenn wir das fertige Malz betrachten, so hat beztiglich des 
im Malz verbleibenden Blattkeims lediglich eine 6rtliche Ver- 
schiebung des Stickstoffs stattgefunden, wahrend die Wurzelkeime 
infolge ihrer Entfernung zu einem Verlust an Stickstoffsubstanz 
Veranlassung geben. Bereits H. Brown (cit. bei Kolbach 105) hat die 
obwaltenden Verhaltnisse quantitativ mit folgendem Ergebnis 
studiert. 
Stickstoffverteilung: Ges. N. der Gerste 
Endosperm Blattkeim Wurzeln 


ausgeweichte Gerste 86,6 13,4 — 
5-Tage-Malz 72,8 18,1 9,1 
11-Tage-Malz 51,5 36,3 12,2 
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Man erkennt aus diesen Zahlen deutlich, wie sich der Stickstoff im 
Laufe der Keimung vom Endosperm auf Blattkeim und Wurzeln 
verlagert. 

Nach Fink und Kunisch (loc. cit. 26) zeigt der Gesamtstickstoffgehalt 
der Keimlinge in Prozent ihrer Trockensubstanz im Verlauf des 
Wachstums eine Abnahme z. B. bei Isariagerste von 6,6 auf 5,1%, 
bei Hanna von 7,3 auf 4,7%. Das bedeutet also, daB die wahrend 
der Keimung von der Keimanlage gebildeten neuen Gewebe stick- 
stoffarmer sind, als sie es in der ungekeimten Gerste waren. Trotz- 
dem aber ist nattirlich infolge der Gewichtsvermehrung des Keim- 
lings wahrend der Keimung die absolute Menge des in die Keim- 


anlage eingewanderten Stickstoffs betrachtlich, wie bereits obige 


Werte von Brown zeigen. Nach Fink und Kunisch entfallen vom ge- 
samten Stickstoff des geweichten Kornes 16% auf die Keimanlage, 
nach 8tagiger Keimung dagegen 40—42%, sodaB wahrend der Kei- 


mung ein sehr bedeutender Entzug von Stickstoff aus dem Korn 


stattfindet. AuBer diesen quantitativen Verdnderungen sind aber 
auch qualitative feststellbar. Am Anfamg der Keimung besteht der 
in die Keimanlage eingewanderte Stickstoff zum gro8ten Teil aus 
salzléslichem Stickstoff, mit zunehmender Keimdauer (etwa vom 
4—5. Tag) findet dann im Keimling ein Aufbau von Glutelin statt, 
wobei dieser Aufbau sowohl hinter der Losung des Glutelins im 
Mehlk6rper als auch der Blattkeimentwicklung zeitlich zurtick- 
bleibt. Von dem beim Maischen aus dem Malz in Lésung gehenden 
dauernd léslichen Stickstoff .stammt nahezu die Halfte aus dem 
Blattkeim. Trotz seines geringen Gewichtsanteils ist also der 
Blattkeim der Lieferant fast der Halfte des dauernd léslichen Stick- 
stoffs der Wiirze (Kolbach loc. cit. 105). 

Dies veranschaulichen auch Untersuchungen von Dickson (106) aus 
neuester Zeit, in welchen die Loslichkeit der Stickstoffverbindungen 
getrennt nach Spitzen- und Keimhalfte bestimmt wurde. 


Gerste 2. 6. 9-Tg.-Malz 
Kaltwasserlésl. N. Spitzenhalfte 7,4 12,6 14,2 20,3 
in % des Ges.-N. Keimhalfte 12,2 22,9 38,0 36,5 


Eine Untersuchung des EiweiSgehaltes der Wurzeln seitens Kol- 
bach und Antelmanns (107) ergab einen dauernden Verlust der 
Wurzeltrockensubstanz an Protein wahrend der Keimung. Am 
2. Tag betrug z.B. der Proteingehalt der Wurzeln 39,0%, am 8. 
Keimtag nur noch 29,2%. Es zeigen sich also ahnliche Verhaltnisse, 
wie sie oben von Fink und Kunisch an der Keimanlage beobachtet 
wurden. Im Mittel gehen durchschnittlich 11% des Gersteneiweifes 
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in die Wurzelkeime iiber, sodaB man von Gerste zu Malz mit einem 
EiweiBverlust von anndhernd 0,3 g auf 100g Trockensubstanz rech- 
nen kann. Kraftiges Wurzelkeimwachstum ist also ein Mittel, der 
Gerste Eiwei8 zu entziehen, wobei allerdings ein erhoéhter Schwand 
hingenommen werden muB. 


ec Dias Darren. 


Beim Darren des Griinmalzes auf der oberen und unteren Horde 
finden bekanntlich mehrere sich tberlagernde Vorgange statt. Bei 
niederen Temperaturen und hohem Wassergehalt beobachtet man 
noch eine Fortdauer von Lebensprozessen, die sich in Wachstum 
und Enzymwirkung aufern. Letztere halt auch bei hodheren Tem- . 
peraturen, bei welchen das Wachstum erloschen ist, noch an. Beim 
Ausdarren treten dann die Wirkungen hodherer Temperaturen in 
Form von Koagulation von Proteinen und der Farb- und Aroma- 
bildung in Erscheinung. Da die Darrftihrung je nach dem anzu- 
strebenden Malztyp eine sehr verschiedene ist, werden sich auch 
die genannten Prozesse unterschiedlich auswirken. 


1.Veranderungen der Stickstoffverbindungen 
‘beim Darren. 


Bereits Barth und Dinklage (108) stellten beim Darren von dunk- 
lem Malz eine starke Zunahme des léslichen und koagulierbaren 
Stickstoffs auf der oberen Horde, dagegen eine Abnahme auf der 
unteren Horde fest. Untersuchungen Schjernings (loc. cit. 82) sind 
flr unsere Zwecke nicht eindeutig auswertbar, weil er die Stick- 
stoffverhaltnisse in Wiirze analysierte, sodaB sich die enzymatischen 
Vorgange beim Maischen den Veranderungen beim Darren iiber- 
lagerten. Liiers und Nishimura (109) verfolgten die Veranderungen 
von Gesamt-léslichem, koagulierbaren und formoltitrierbaren Stick- 
stoffs in den einzelnen Darrphasen bei hellen und dunklen Malz mit 
folgendem Ergebnis: ; 


Helles Malz A. 


Probe I L715 0,494 0,138 27,9 28,8 0,237 
- II 1,722 0,485 0,124 25,6 28,2 0,240 
Howedl 1,718 0,485 0,119 24,6 28,2 0,231 
» | =EV. 1,717 0,482 0,111 23,0 28,1 0,220 


Helles Malz B. 


Probe I 1,708 0,510 0,144 28,2 29,5" 0,171 
. II 1,725 0,511 0,141 27,6 29,6 0,163 
Ae | 1,716 0,509 0,140 ada 29,6 0,163 
TALLY: 1,700 0,505 0,134 26,5 29, 750 Olas 

Dunkles Malz C. E 

Probe I 1,651 0,506 0,108 21,4 30,7 0,145 
-s II 1,668 0,523 0,144 27,5 31,4 0,148 
ote EEL 1,661 0,518 0,142 27,4 3152 0,145 
the VG 1,775 0,520 0,136 26,2 32,0 0,145 
S V E712 0,396 0,068 Lia 23,0 0,116 

Helles Malz dunkles Malz 


Probe’ I obere Horde b. Auftrag. obere Horde b. Auftrag. 
J II untere Horde b. Auftrag. ob. Horde vor Temp. steig. 
~ 2 ETE unt. Horde vor Temp. steig. unt. Horde b. Auftrag 
ope 8, f unt. Horde b. Abréaumen unt. Horde vor Temp.steig 
is Vv — unt. Horde b. Abraumen 


Aus diesen Befunden geht zunachst einmal ein sehr starker Unter- 
schied zwischen dem hellen und dem dunklen Malz hervor. Bei den 
hellen Malzen sind die Verdénderungen des léslichen, koagulier- 
baren und formoltitrierbaren Stickstoffes nur unbedeutend. Der 
Wassergehalt des Kornes wird hier so rasch erniedrigt, daB weder 
das Wachstum des Kornes noch die Tatigkeit der Enzyme Ge- 
legenheit finden, die Stickstoffverhaltnisse nennenswert zu beein- 
flussen. Auch wirkt die verhaltnismaBig niedere Abdarrtemperatur 
verbunden mit niederem Wassergehalt, selbst in der Endphase des 
Darrprozesse kaum noch ein, denn die Werte fiir ldslichen und 
koagulierbaren Stickstoff fallen nur geringftgig ab. 

Bei den dunklen Malzen dagegen erfolgt einerseits noch ein be- 
merkenswertes Wachstum, andererseits bei dem langer anhaltenden, 
hdéheren Wassergehalt eine erhebliche enzymatische Tatigkeit. Sie 
auBert sich in einer kraftigen Zunahme des loslichen und koagulier- 
baren Stickstoffes in dem ersten Stadium des Darrens auf der 
oberen Horde. Wahrend des Abdarrens findet dann infolge der 
hohen Temperatur eine starke Koagulation von Eiwei8 statt, die die 
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Werte fiir koagulierbaren und léslichen Stickstoff stark herunter- 
driickt. Aber auch der formoltitrierbare Stickstoff, der sich bei den 
hellen Malzen kaum verdandert, erleidet hier ewe recht betrachtliche 
Abnahme, die daher riihrt, daB er unter Farbe- und Aromabildung 
beim Darren verbraucht wird. 


Wahrend die Versuche von Liiers und Nishimura die beim Darren 
in der Praxis obwaltenden Verhdltnisse beleuchten, haben Kolbach 
und Schild (110) durch Modellversuche mit Malzen von festgelegtem 
Wassergehalt und definierten Temperaturen klare Vorstellungen zu 
gewinnen versucht. : 


Die Autoren weisen zunadchst darauf hin, daB der gesamtlésliche 
Stickstoff zur Beurteilung der proteolytischen Vorgange beim Dar- 
ren nicht brauchbar ist, weil bereits bei verhaltnismaBig niederer 
Temperatur (50° und sogar darunter) nennenswerte Koagulation der 
EiweiBkorper eintritt, welche die Stickstoffverhaltnisse verschleiert. 
Allein der dauernd ldsliche Stickstoff stellt ein geeignetes MaB dar. 
Bei einem Wassergehalt des Malzes von 43,6% liegt das Tempera- 
turoptimum fur die Bildung von dauernd léslichem Stickstoff und 
damit ftir die Proteinasewirkung bei 56—58°, bei einem Wasser- 
gehalt von 23,2% bei 62—66° und bei einem Wassergehalt von 15% 
bei 66—70°. Mit sinkendem Wassergehalt tritt also eine Verschie- 
bung der Proteinasewirkung nach héheren Temperaturen ein, weil 
mit sinkendem Wassergehalt die Hitzeinaktivierung der Enzyme 
verzogert wird. Was den Umfang der EiweiSlésung in Abhangig- 
keit vom Wassergehalt anbelangt, so gelten ungefahr die gleichen 
GesetzmaBigkeiten wie beim Starkeabbau. Ein Absinken des Was- 
sergehaltes von 43 auf 34% hat keine nennenswerte Abnahme des 
KiweiBabbaues zur Folge, dagegen bedingt eine Senkung des Was- 
sergehaltes auf 24% eine sehr starke Senkung des EiweiBabbaues. 
Kin Unterschied zwischen Stirke- und EiweiBabbau besteht darin, 
da der Stéarkeabbau im Vergleich zum Maischen beim Darren un- 
bedeutend ist, wahrend der EiweiBabbau’ unter gunstigen Be- 
dingungen (siehe Caramelmalze ,,Maischen in ganzen Korn“) an 
jenen beim Maischen von Malzmehl herankommt. Ein weiterer Un- 
terschied ist der, daB bei einem Wassergehalt des Malzes von 15% 
der Starkeabbau gleich Null, der EiweiBabbau jedoch noch betracht- 
lich ist. Ein Griinmalz besaB z. B. 18,7% des Gesamt-N. als dauernd 
loslichen Stickstoff. Nach 8stiindigem Darren bei 60° und konstan- 
tem Wassergehalt wies das Malz nun einen dauernd léslichen Stick- 
stoff von 34,8% auf, es war also wahrend des 8sttindigen Darrens 
mehr Eiweif®B gelést worden als-in etwa 8 Tagen bei 14—20° auf der 
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Tenne, denn vom Gesamt-Stickstoff der Gerste sind etwa 8—9%, 
von dem des Griinmalzes etwa 18,7% dauernd léslich. Fiir die Praxis 
haben diese Feststellungen im Allgemeinen keine gréBere Bedeu- 
tung, nur fiir Caramel- und Briihmalze kommen sie in Betracht. 
Bei den hellen Malzen unterbindet man durch kraftiges Vortrocknen 
bei niederen Temperaturen einen weiteren EiweiBabbau, da man 
andernfalls das Ziel einer kalten Haufenfiihrung illusorisch machen 
wurde. Die Grenztemperaturen, bei welchen bei 8stiindigem Darren 
keine nennenswerte Vermehrung des dauernd loslichen Stickstoffs 
mehr zu befiirchten ist, sind folgende: 


bei einem Wassergehalt von 43% Grenztemperatur 23° 
”» ” ” ”» 34% ” 26° 
” ” ” ” 24% ” 40° 
” ” ” ” 15% ” 50° 


Ein Teil des dauernd loslichen Stickstoffs ist formoltitrierbar. Da 
die Peptidasen hitzeempfindlicher sind als die Proteinase, ist zu er- 
warten, daB die optimale Temperatur flr die Bildung des Formol- 
Stickstoffs niedriger liegt als jene fiir die Bildung von dauernd 
léslichem Stickstoff, was auch tatsidchlich der Fall ist, wie folgende 
Ubersicht zeigt: 


Wassergehalt Temp. opt.f. Bild.d.l.N. Temp. opt. f. Bild. Form. N. 


43% 56—58° 51—55° 
34% hoher als 60° 6351" 
24% 62—66° 59—63° 
15% 66—70° unscharf 


Beim Darren wirken also die Peptidasen an der Proteolyse mit. Da- 
fiir kann als Beweis die Tatsache gelten, dai bei niederen Darr- 
temperaturen der Anteil des Formol-N am dauernd loslichen Stick- 
stoff ein héherer ist, als dies bei hdheren Temperaturen der Fall ist. 
Von 100 mg dauernd léslichen Stickstoff, die beim Darren als Zu- 
nahme in Erscheinung treten, sind bei 30° rund 66% und bei 60° 
rund 41% formoltitrierbar. Beim Maischen findet man 4hnliche 
Verhiltnisse. Die Ursache ist wie gesagt darin zu suchen, daB die 
Peptidasen bereits bei niedrigeren Temperaturen geschadigt werden 
als die Proteinase, infolge dessen verlauft die Proteolyse bei hdheren 
Darrtemperaturen qualitativ verschieden von jener auf der Tenne 
(23). 

Der koagulierbare Stickstoff weist bei einem Malzwassergehalt von 
43% bei 8stiindigem Darren und einer Temperatur von 40° bereits 
einen etwas niedrigeren Wert als der nicht gedarrte Vergleichs- 
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versuch auf. Bei einer Temperatur von 30° dagegen werden prak- 
tisch die gleichen Werte wie beim Nullversuch erhalten. Bei einer 
der oberen Horde etwa entsprechenden Temperatur von 50° wirkt 
sich 8sttindiges Darren bei verschiedenen Wassergehalten folgender- 
mafen aus: 
Wassergehalt 41,9 33,0 DS;e 15,0 
Rest gehalt an koag. N. 108 agile, 150 164 mg 


Das heiBt, daB die Koagulation der EiweiSkérper bei konstanter 
Temperatur und Zeit mit falleéndem Wassergehalt des Malzes er- 
heblich abnimmt. 

Besonders stark wirken sich nattrlich die eigentlichen Abdarr- 
temperaturen auf den koagulierbaren Stickstoff aus. Bei einem 
Wassergehalt von 11,5%, was etwa demjenigen des dunklen Malzes 
vor der Temperatursteigerung auf der unteren Horde entspricht, 
tritt bei 60° bereits ein Verlust von rund 25% des koagulierbaren 
Stickstoffs ein, bei 90° dagegen sind von urspriinglich 200 mg nur 
noch 35 mg Stickstoff in koagulierbarer Form vorhanden. Betragt 
dagegen der Wassergehalt des Malzes nur 5,2%, was etwa den Ver- 
haltnissen bei Beginn des Ausdarrens von hellem Malz entspricht, 
so andert sich bei 60° der koagulierbare Stickstoff praktisch nicht, 
wahrend bei 90° von 199 mg noch 136 vorhanden waren. Da somit 
der Gehalt eines Malzes an koagulierbarem Stickstoff sehr stark 
von den in der Praxis sehr schwer genau festzulegenden Wasser- 
gehaltes- und Temperaturverhdltnissen beeinfluBt wird, durfte der 
Versuch, den koagulierbaren Stickstoff eines Malzes zur Bestimmung 
der Ausdarrtemperatur heranzuziehen, Wenig aussichtsreich sein. 


2,.Die Melanoidinreaktion. 


Bereits im vorangehenden Abschnitt muBte auf die in der Abdarr- 
phase von statten gehende Melanoidinreaktion Bezug genommen 
werden. Was die dltere und neuere Literatur iiber die Melanoidine 
anbelangt, sei auf zusammenfassende Darstellungen von Liiers 
(113) und Enders (114) verwiesen. Man versteht unter Melanoi- 
dinen die braunen Farbstoffe, welche beim Darren des Malzes, beim 
Backen des Brotes, beim Erhitzen von Kohlehydrat und Stickstoff 
enthaltenden Lésungen z. B. Zuckerriibensaften entstehen. 

Die Melanoidinreaktion kommt dadurch zustande, daB Zucker mit 
freier Carbonylgruppe mit Aminosduren oder auch niederen EiweiB- 
abbauprodukten mit freien Aminogruppen unter Bildung brauner 
Kondensationsprodukte reagieren. Dabei verschwindet die Car- 
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bonylgruppe der Zucker, nachweisbar durch das Reduktionsver- 
méogen, und die Aminogruppe, nachweisbar. z. B. durch die Formol- 
titration. Die Aminosduren werden dabei unter Bildung des ent- 
sprechenden Aldehydes, Ammoniaks und Kohlensaure oxydiert. Der 
Ammoniak tritt mit den Zuckern unter Bildung heterocyclischer, in 
ihrer Konstitution noch nicht véllig aufgeklarter Ringsysteme zu 
sammen. Die hdheren Aldehyde sind fiir das je nach den einzelnen 
Aminosauren verschiedenartig auftretende Aroma verantwortlich 
zu machen. Glycocoll und Alanin fiihren zu einem an Biercouleur 
erinnernden Aroma. Phenylalanin liefert ein welkenden Rosen 
ahnelndes Aroma, wadhrend Valin zur Bildung eines feinen Rést- 
aromas, Leucin zu intensivem Réstaroma Veranlassung gibt. Ammo- 
niak, Methylamin, Trimethylamin und Cholin liefern einen brenz- 
lichen Geruch und bitteren Geschmack. Fiir das Zustandekommen 
der Melanoidinreaktion sind ein gewisser Wassergehalt und héhere 
‘Temperaturen erforderlich. 


Je hoher die Temperatur bei gegebenen Wassergehalt ist, desto ra- 
scher und intensiver verlauft die Farbe- und Aromabildung. 


DaB& wahrend der Melanoidinreaktion die Aminogruppe verbraucht 
wird, stellten auBer Ruckdeschel (cit. bei 113 und 114), Ltiers und 
Nishimura (109) fest, die auch gleichzeitig den Nachweis erbrachten, 
daB in der Abdarrphase Kohlenséure vom Malz abgegeben wird. 
Wie bereits im vorhergehenden Abschnitt ausgefiihrt wurde, konn- 
ten Liiers, Stricker und Schild (112) an einigen kolorimetrisch exakt 
bestimmbaren Aminosduren nachweisen, daB diese in der Ausdarr- 
phase unter Bildung von Melanoidinen mehr oder weniger stark ver- 
braucht werden. 


Bei der Darrweise der dunklen Malze, bei welchen hohe Temperatu- 
ren bei verhaltnismaBig hohem Wassergehalt zur Wirkung kommen, 
sind die Voraussetzungen zum Eintreten der Melanoidinreaktion be- 
sonders gegeben, zumal bereits die Fiihrung der Griinmalze auf der 
Tenne auf die Ausbildung éines kraftigen Abbaues der Korninhalts- 
stoffe abzielte und dementsprechend fiir hohere Gehalte an Zuckern 
und Aminosduren sorgte. Unsachgema8 geftihrte Kohlensaurerast- 
malze mit einem infolge autolytischer Vorgiénge besonders hohen 
Gehalt an Zuckern und Aminosduren neigen, wie bekannt, zum 
Farbefangen auf der Darre. Bei den knapper gefiihrten hellen 
Malzen ist der Abbau ein geringerer, auBerdem werden sie bei nie- 
derem Wassergehalt schonender abgedarrt, sodafi hier die Bedingun- 
gen fiir das Eintreten der Melanoidinreaktion ungiinstiger sind und 
demgemaB helle Farben resultieren. 
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Uber sonstige Eigenschaften der Melanoidine und ihre Bedeutung 
fiir das Bier finden sich nahere Angaben bei den unter (113 und 114) 
zitierten Verdffentlichungen. 

Wie Enders nachweisen konnte, verlauft die Melanoidinreaktion von 
seiten der Zucker uber eine sehr reaktionsfahige Cs-Verbindung, 
einer Triose X, die mit den Zuckern in Gleichgewicht steht. Diese 
Verbindung stabilisiert sich zu Methylglyoxal. Schwefeln des Malzes: 
beim Darren hat bekanntlich sehr helle Farben zur Folge, was: 
darauf beruht, daB die schweflige Saure die Aldehydgruppe- des 
Methylglyoxals blockiert und damit an der Kondensation mit. 
Aminosdauren hindert. 

Neben den Melanoidinen entsteht nach Versuchen von Enders aus 
Methylglyoxal und Ammoniak in geringer Menge auch /-Alanin, 
CHz NH2— CHz— COOH, ein sehr wirksamer Wuchsstoff fiir Mi- 
kroorganismen. : 

Eine neuere technische MaBnahme, welche ihrem Wesen nach in 
dieses Kapitel gehort,. stellt das Aromatisieren des Malz- 
schrotes dar. Es wird derart durchgefiihrt, daB Malzschrot auf 
einem Spezialapparat (Aromatiseur) von Ziemann 10—20 Minuten 
auf eine Temperatur von etwa 130° erhitzt wird. Das aromatisierte 
Malzschrot hat im Verschnitt von ca. 20% mit normalen Malz ver- 
braut, ein kraftiges Aroma, erhéhte Schaumhaltigkeit, Vollmundig- 
keit und Suffigkeit des Bieres zur Folge. Da8 hier in kurzer Zeit 
erreicht wird, was beim ganzen Korn erst in Stunden moglich ist, 
mu auf die geanderten Reaktionsbedingungen des Schrotes gegen- 
uber dem ganzen Korn zuriickgefiihrt werden. Mit den chemischen 
Veranderungen wahrend des Aromatisierens beschaftigt sich ein- 
gehend G. Novak (115), aus dessen Untersuchungen hervorgeht, da& 
diese im Wesentlichen in ahnlicher Weise wie beim Darren ver- 
laufen, also Enzymschwdachungen, Veranderungen in der Stickstoff- 
gruppe und das Eintreten der Melanoidinreaktion betreffen. Einen 
kurzen Auszug aus den analytischen Befunden Novak’s bringt fol- 


gende Tabelle: 
aromatisiert bei 130° 


Original Se 10 15 Min. 
Wassergehalt 5,0 flag geek 23 1,5 
Farbe 0,19—0,21 0,22—0,24 0,35—0,40 0,45—0,50 
loslicher N. nr | 29,6 25,7 24,7 
koagul. N. in % 8,9 6,4 5,4 4,4 
dauernd lésl. N. des Ps Be 20,7 20,3 20,4 
Ges.-Wiirze N. G.-N. 35,3 Js, h 30,6 28,7 
Formol-N. 11,0 9,8 8,0 5,9 
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Farbzunahme und Abnahme des formoltitrierbaren Stickstoffs. deu- 
ten darauf hin, daB wahrend:des Aromatisierens auch die Melanoi- 
_ dinreaktion in.einem gewissen Umfang von statten geht. 


3. Proteolytische Enzyme} Dispersitatsgrad 
der Proteineund Ausdarrungsgrad. 


Die Veradnderungen, welche die proteolytischen Enzyme wihrend 
des Darrens erfahren, wurden von Liiers und Nishumura (1. c. 109) 
untersucht. Auch wurde bereits anlaéBlich der Besprechung der Ver- 
anderungen der Stickstoffverbindungen beim Darren, welche von 
Kolbach und Schild (1. c.110) an Modellversuchen studiert wurden, 
darauf hingewiesen, daB mit den N-Verbindungen auch die Prote- 
asen wie alle anderen Enzyme beim Darren mehr oder minder er- 
hebliche Veranderungen erfahren. Die beiden Komponenten, nim- 
lich die Proteinase und die Peptidasen erweisen sich als verschieden 
resistent gegen hohere Temperaturen und zwar besitzt die Prote- 
inase eine groBere Temperaturbestandigkeit als die Peptidasen. 
Wahrend des Darrens treten am den Kolloiden des Malzes Dis- 
persitatsveranderungen ein, die sich z. B. in einer mit 
Darrtemperatur und Abdarrzeit zunehmenden Opaleszenz der 
Laboratoriumswtirze kund geben. Sie werden von Veranderungen 
der Dispersitat verschiedener Stoffklassen wie Kohlehydrate (Pento- 
sane der Spelze) und EiweiBstoffen bedingt und sind oft ziemlich 
sortenausgepragt. 

Einen unmittelbaren Nachweis dafiir, daB beim Darren eine Dis- 
persitatsgradsvergroberung erfolgt, haben an der Stickstoffgruppe 
Windisch, Kolbach und Wentzel (116) erbracht, indem sie Gersten- 
Griinmalz- und Darrmalzausztige durch Kollodiumultrafilter ver- 
schiedener Porenweite filtrierten. 

Je konzentrierter die verwendete Eisessig-Kollodiumlosung ist, desto 
dichter ist das Filter und desto héher dispers sind die Stickstoffver- 
bindungen, welche das Ultrafilter passieren. Folgende Tabelle bringt 
einen Auszug aus den Versuchsergebnissen: 


Art des Stickstoffs Gerste Grtinmalz Darrmalz 
Loslicher N. 140 104 114 
dauernd losl. N. 100 100 100 
N.im 1%%igen Ultrafiltrat 90 91 98 
oe ees « va 83 98 
» 44% , -. 64 72 67 
seme ee ea. * Br “ 39 68 63 
eee Ooo - 27 58 60 
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Wahrend der Keimung findet somit eine relative Zunahme der hoher 
dispersen, in diesem Falle gleichzeitig niedriger molekularen Stick- 
stoffverbindungen statt. Beim Darren dagegen erfahrt der Dis— 
persitatsgrad, in welchem der. lésliche Stickstoff auftritt, eine Ver- 
groberung, da die Anteile, welche die am wenigsten dichten Ultra- 
filter passieren (1% und 3%ig) deutlich zunehmen. 
Ausdarrungsgrad. 

Es war naheliegend, daB man im Laufe der Zeit immer wieder nach 
analytischen Methoden suchte, welche eine Beurteilung speziell der 
Darrarbeit gestatten. Es ist hier nicht der Ort, sich im Einzelnen 
mit diesem Gebiete zu beschaftigen und es mag gentigen auf die mit. 
diesem Gebiet in letzter Zeit sich beschaftigende Literatur hinzu- 
weisen, namlich Kolbach (117) und Enders und Wieninger (118). 
Unter den verschiedentlichen Vorschlagen von analytischen Verfah- 
ren zur Kontrolle des Ausdarrungsgrades befindet sich auch der, 
die Koagulation der EiweifSk6rper hieftir heran zu ziehen. Wie Kol- 
bach und Schild (1. c. 110) in ihrem mehrfach erwdhnten Darrstudien 
feststellen konnten, wird die Koagulation der EiweiBkérper in so 
erheblichem AusmaBe von der Hohe des Wassergehaltes zu Beginn 
der Ausdarrphase beeinfluBt, daB die Aussichten, den Restgehalt an 
koagulierbarem Eiwei8 als Kennzeichen der Ausdarrtemperatur 
heran zu ziehen, ziemlich gering werden. AuBerdem ist zu_ beriick- 
sichtigen, daB auch die vor dem Ausdarren obwaltenden Darr- 
bedingungen besonders bei dunklen Malzen, ja sogar die Art der 
Tennenftihrung (ob kalt oder warm) die Héhe des koagulierbaren 
Stickstoffes in schwer zu tiberblickender Weise alterieren kénnen. 


4,.Malzkeime. 


Die waéhrend des Keimens der Gerste sich bildenden Wurzelkeime 
werden zum Teil wahrend des Darrens (Saukeime) oder zum Teil 
beim Putzen des fertigen Malzes (Putzmaschinenkeime) entfernt. Die 
Zusammensetzung der Malzkeime wurde verschiedentlich analytisch 
ermittelt. Als Beispiel neuerer Analysen sind in folgender Tabelle 
die Befunde von A. Baumann (119) wiedergegeben. 
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Miinchner Malz helles Malz 


Darrkeime Putzmasch.- normales Sehr kurz 
Keime helles Malz gew. Malz 


Wasser 7,03 2A EY 8,80 10,07 
Rohprotein 30,88 PA 30,06 34;18 
Fett 1,63 1,82 1,95 223 
Rohfaser ~ 9,64 11,86 8,64 11,42 
Asche 6,95 GAt 6/02= * 7,05 
Stickstofffr. Extraktst. 43,87 47,17 44.53 ae a 


Der hohe Rohproteingehalt machi sie zu einem wertvollen und ge- 
schatzten Futtermittel. Er wird durch einen hohen Gehalt an gut 
verdaulichen Kohlehydraten und einem reichlichen Mineralstoff- 
gehalt erganzt, unter dem quantitativ die Phosphate hervorragen. 
Wie bereits vorstehende Tabelle erkennen 1a8t, ist.der EiweiBgehalt 
von kurz gewachsenen Malzkeimen bedeutend héher als jener von 
normal oder langgewachsenen Keimlingen. Nach Kolbach und Antel- 
mann (120) nimmt der EiweiBgehalt der Wurzelkeimtrockensubstanz 
im Verlauf der Keimung stetig ab z.B von 39,0% am 2. Keimtag 
auf 29,2% am 8. Keimtag. Das bedeutet, worauf friiher schon einmal 
hingewiesen wurde, daB im Laufe der Keimung sich der Zuwachs 
an Keimtrockensubstanz zugunsten der NichteiweifBstoffe ver- 
schiebt. Der hohe Stickstoffgehalt. der Malzkeime beweist ferner, 
daB durch das Wachstum der Wurzelkeime dem Korn Stickstoff ent- 
zogen wird. Man kann im Durchschnitt mit einer Abwanderung von 
11% des GersteneiweiBes in die Keime rechnen, wodurch sich ein 
Unterschied von etwa 0,3% zwischen dem EiweiBgehalt der Gersten- 
und Malztrockensubstanz ergibt. Kraftiges Wurzelkeimwachstum 
ist deshalb ein Mittel, den EiweiBgehalt des Malzes in gewissen 
Grenzen zu erniedrigen, womit allerdings ein erhdéhter Schwand 
hingenommen werden muB. 

Baumann untersuchte die Malzkeime auch auf ihre besonderen Be- 
standteile und fand dabei folgendes: 


In der Trockensubstanz sind enthalten: dunkle helle Keime 
Rein-EiweiB-Stickstoff 416 3,46 
Loslicher Stickstoff 1:61 1318 
N-freie Extraktstoffe 27,64 alyie 
Pentosane 15,62 18,93 
Saccharose 3,82 7,65 
Loéslicher Extrakt mit Malzauszug 37,91 38,40 
Léslicher Extrakt ohne Malzauszug 36,36 36,06 


Darnach belauft sich der ReineiweiBgehalt auf etwa 70—80% des 
analytisch aus dem Stickstoffgehalt ermittelten Rohproteins, wah- 
rend der ldsliche Stickstoff etwa 20—30% des Gesamtstickstoffs 
ausmacht. Jalowetz (121) fand in den von ihm untersuchten Kei- 
men 40—50% des GesamteiweiBes in léslicher Form. Da im Laufe 
der Keimung der Stickstoff nur in léslicher Form aus dem En- 
dosperm in die Keimanlage einwandern kann, hat. wie wir schon 
bei Erérterung des Keimungsprozesses sahen, in den Keimen ein 
Aufbau zu unlodslichen Proteinen stattgefunden, die zum Teil in 
Salzlésungen (Edestin), zum Zeil in Natronlauge (Glutelin) léslich 
sind, wahrend das Hordein nur ausnahmsweise in geringer Menge 
in den Keimen zu finden ist. 


Der hohe formoltitrierbare Stickstoffgehalt der Malzkeime (ca. 30% 
des léslichen N) deutet darauf hin, da& niedermolekulare Stick- 
stoffverbindungen in Form von Aminosauren, Peptiden, Saure- 
amiden u.a. in erheblicher Menge vorliegen mussen. Brown und 
Millar (122), Hashitani (123) und Joshimura (124) wiesen Asparagin, 
Allantoin, Betain, Cholin und Adenin nach. AuBerdem kommt in 
den Malzkeimen regelmaBig das Alkaloid Hordenin vor, das nach 
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seiner Konstitution ein p — oxyphenyl — dimethyl — aethylamin 
ist. Es ist durch stark bitteren Geschmack ausgezeichnet und findet 
in der Tierheilkunde gegen Durchfall und Ruhr in Form des Sul- 
fates Verwendung. :Der Héchstgehalt mit 0,4—0,5% der Keimlings- 
trockensubstanz wird etwa am 4. Keimtag erreicht, nach 25tagiger 
Keimdauer ist es wieder verschwunden. Seine Synthese erfolgt 
nach Raoul (125) aus Tyrosin, das zu Tyramin decarboxyliert und 
mit Formoldehyd zum Hordenin methyliert wird. Méglicherweise 
dirfte auch im Pflanzenorganismus seine Bildung auf Ahnlichem 
Wege verlaufen. Der bittere, schwer selektiv zu entfernende Ge- 
schmack erschwert auBerordentlich die Verwertung der an sich sonst 
gut geeigneten Malzkeime fiir die Zwecke der menschlichen Er- 


nahrung. 
d) Spezialmalze. 


Nebelmalze. Seit Bekanntwerden. des DRP 507983 von W. 
Wolfrum hat man sich in den Jahren 1932 bis in den letzten Krieg 
hinein eingehend mit den Nebelmalzen beschaftigt, deren Herstel- 
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lungsprinzip darauf beruht, daB das Keimgut zwischen 36 und 48 
Stunden nach dem Ausweichen mit einer sehr verdiinnten Salpeter- 
saureldsung oder neuerdings mit Sladrollésung d.i. salpetersaurem 
Harnstoff benebelt wird. Es liegt nahe in dieser MaBnahme eine Art 
kunstlicher Diingung mit einer assimilierbaren Stickstoffsubstanz 
zu sehen, die zu einer Einsparung von Kornstickstoff fiihrt. Im 
Falle des salpertersauren Harnstoffes mag diese Auffassung auch zu 
Recht bestehen, doch hat sich gezeigt, daB der Effekt der Benebelung 
in einer Schadigung des Wurzelkeimwachstums durch die Salpeter- 
saure oder die aus dem salpetersaurem Harnstoff nach Verzehr des 
Harnstoffs frei werdende Salpetersdure begriindet ist. Infolge der 
Veratzung der Wurzeln scheint auch die Kornatmung verringert zu 
werden, ohne daB die Enzymtatigkeit nennenswert beeinfluBt wird. 
Der Schwand ist geringer, die Losung bei knappem Gewéachs besser, 
die Verzuckerung rascher, die Saure héher, derléslicheStick- 
stoff niedriger als bei normalen Vergleichsmalzen. Die Urteile 
uber Nebelmalze sind im allgemeinen nicht ungtnstig, doch wird 
verschiedentlich die Berechtigung ihrer Herstellung in Frage ge- 
stellt, da sich das gleiche Ziel auch auf anderen, gebrauchlicheren 
Wegen erzielen 1aft. 


Caramelmalze. Eine systematische Untersuchung der bei der 
Caramelmalzbereitung vonstatten gehenden Vorgange im Korn 
stammt von Kolbach und Schild (128). Hinsichtlich des EiweiB- 
abbaues beobachtet man eine breite optimale Zone-von 60 bis 75° 
fiir die Bildung von dauernd léslichem Stickstoff. Der Formolstick- 
stoff zeigt die auch beim Maischen gewonnene GesetzmabBigkeit, daB 
bei hdheren Temperaturen verhaltnismaBig weniger Formol-N ent- 
steht. Der EiweiBabbau erreicht bei der Verzuckerung im Korn der 
GréBenordnung nach den Umfang wie beim Maischen. Es besteht 
also zwischen EiweiBabbau und Starkeabbau ein erheblicher Unter- 
schied, der vielleicht damit zu erklaren ist, daB das Eiwei8 als Sub- 
strat der Proteasen in wesentlich niederer Konzentration vorliegt 
als die Starke. 


Melanoidinmalze. 


Wie ihr Name sagt, sind die in letzter Zeit aufgekommenen Spezial- 
malze dadurch ausgezeichnet, daB bei ihrer Herstellung die Bedin- 
gungen fiir das Eintreten der Melanoidinreaktion besonders geschaf- 
fen wurden. Wenn auch im einzelnen iiber die technologischen Ver- 
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fahren nichts Naheres bisher bekannt geworden ist, so kann man 
auf Grund der Analyse dieses Malztyps sich doch eine Vorstellung 
yon dem zu ihrer Herstellung eingeschlagenen Wegen machen. Fur 
das Eintreten der Melanoidinbildung ist ein weitgehender Abbau 
der Kohlehydrate und EiweiB®kérper, also eine besonders kraftige 
Loésung der Malze erforderlich. Bei der meist sehr hohen Ausbeute, 
die die Melanoidinmalze besitzen, ist diese Lésung wohl in erster 
Linie durch eine kalte, lange Malzung mit anschlieBender Brenn- 
haufenfiihrung erreicht, wobei die hohe Temperatur die Losung 
stark beférdert, die dabei stattfindende Kohlensdurerast den 
Schwund vermindert Die Farben dieser Malze liegen meist zwi- 
schen 5 und 10, manchmal auch noch etwas hoéher, auch ist ihr 
Sduregrad bedeutend héher als der normaler dunkler Malze. Me- 
lanoidinmalze werden meist im Verschnitt mit anderen Malzen 
vermaischt und verleihen der Wiirze eine satte Farbe und ein krafti- 
ges Aroma. Es ist kein Zweifel, da& damit ein ansprechenderes 
Bier sich erzielen 148t als durch Farbmalzzusatz, da die Melanoidin- 
malze nicht die brenzliche Bittere der Farbmalze besitzen. 
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Beim Farbmalzbrennen mit den dabei obwaltenden hohen Tempe- 
raturen treten Reaktionen auf, welche von der beim Darren er- 
folgenden Melanoidinreaktion sich durch Art und Ausma8 des Ver- 
laufes unterscheiden. Eine Erkenntnis neuerer Zeit von allgemeiner 
Bedeutung ist die, daB beim Résten vegetabilischer Produkte Rést- 
stoffe entstehen, welche eine physiologische, einwandfrei feststell- 
bare Wirkung auf Magen und Darm auszutiben vermégen. Diese 
Wirkung scheint auf das Auftreten von Histamin und Histobasen 
beim RoéstprozeB zurtickzufiihren zu sein, deren Menge in ursach- 
lichem Zusammenhang mit dem EiweiBgehalt des Ausgangsmaterials 
steht. In neuester Zeit haben nun Bleyer, Diemair, Fischler und 
Taufel (127) das Problem neu aufgegriffen und einerseits mit chemi- 
schen Methoden das Auftreten von Histobasen, (Histamin, Histidin) 
beim Résten verschiedener Vegetabilien verfolgt, andrerseits mit 
Hilfe des Kymographions die physiologischen Wirkungen von In- 
fusen aus Roéstprodukten am iiberlebenden Meerschweinchendarm 
studiert. 


Obgleich nach neuen unver6ffentlichten Versuchen von Enders der 
chemische Nachweis der Histobasen durch Kupplung mit Diazonium- 
verbindungen nicht spezifisch ist und daher die nach der chemischen 
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Methode erhaltenen Ergebnisse nur mit Vorbehalt zu werten sind, 
sei ein Auszug aus den Resultaten Bleyers und Mitarbeitern im fol- 
genden gebracht: 


mg Histobasen in 100 g Roéstgut 


Rosttemperatur 
Ausgangsmat. Ungerostet 100° 125° 150° 175° -200° 225° 250° 
Kartoffel 34 34 40 46 76 53 34. 
Cichorie 50 — 58 66 36 28 100 — 
Gerste 60 62 68 69 69 62 90 18 
Kaffee 86 ee ON se) Oe WABCO DS SH18 


Weizen 100 1.307 88 5.146 5120 26 


Daraus ist ersichtlich, daB8 mit steigender Résttemperatur im all- 
gemeinen der Histobasengehalt bis zu einem Maximum zunimmt, 
um dann rasch wieder abzufallen. Bei der Gerste findet zwischen 
150° und 225° etwa gleichmaBig die Bildung der Histobasen statt. Mit 
Hilfe der physiologischen Methode (Kymographion) lieB sich zeigen, 
da die aus der Darmerregbarkeit ermittelten Histobasenwerte in 
befriedigender Weise den kolorimetrisch bestimmten parallel gingen. 


c)LLagerung des Malzes. 


Frisch von der Darre kommendes Malz 1aBt sich schwer verbrauen, 
es soll einige Wochen lagern, wobei es seinen Eigenschaften zutrag- 
liche kolloidchemische Veranderungen durchmacht, die bei sehr 
langer Lagerung besonders wenn der Wassergehalt tiber 5% ansteigt, 
sich ins Gegenteil verkehren und die Malzqualitat beeintrachtigen 
k6nnen. Nach Schjerning (128) werden teilweise unlésliche EiweiB- 
kérper, welche Trtibungen der Wirze und des Bieres verursachen 
konnen, ganz unloslich, oder solche, die durch das Darren suspensoid 
geworden sind, wieder in den emulsoiden Zustand tibergefihrt. 
Analog den beim Altbackenwerden des Brotes bekannten Verschie- 
bungen der Hydratation von Kleber und Starkekegel koOnnte man 
auch hier an solche Veraénderungen der Quellfahigkeit von Kolloiden 
denken. 


Schénfeld (129) wies nach, daB Malz, welches wahrend 13 monatlicher 
Lagerung seinen Wassergehalt auf 11% erhdht hatte, eine Abnahme 
des koagulierbaren Stickstoffs um 6 bis 16% und eine Abnahme des 
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mit Zinksulfat fallbaren Albumosenstickstoffs um 5 bis 25% erfuhr. 
Auch Mertens (130) fand wahrend der Lagerung des Malzes Abbau- 
vorgange vonstatten gehen, die sich in einer Zunahme des formol- 
titrierbaren Stickstoffs kund geben. Erklarlich sind diese Verande- 
rungen einerseits durch die zunehmende Quellung und damit An- 
greifbarkeit der Kornkolloide durch Enzyme und andererseits durch 
die im Laufe der Lagerung stattfindende Aktivitatssteigerung der 
Enzyme. 

Geschrotetes Malz ist, wenn es einmal infolge besonderer betriebs- 
technischer Umstande im Schrotrumpf aufbewahrt werden muB, 
sehr rasch unerwiinschten: Veranderungen unterworfen, wofir die 
Zerstorung der Kornstruktur verantwotlich zu sein scheint. 
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C. Sudhaus 
a)Maischproze®. 


1.Allgemeines tiber den EiweiBabbau. 


Gegentiber dem Starkeabbau tritt dié Umwandlung der Eiweif- 
korper beim MaischprozeB8 quantitativ weit in den Hintergrund, denn 
die Proteine und ihre Abbauprodukte machen nur wenige Prozente 
der Gesamtextraktausbeute aus. Trotzdem aber spielen sie in 
qualitativer Beziehung eine wichtige Rolle, denn die niedermole- 
kularen Stickstoffverbindungen sind fiir die Erndhrung der Hefe 
bei der Garung unerlaBlich, die mittelmolekularen sind wesentliche 
Trager von Vollmundigkeit und Schaumhaltigkeit,, wahrend die 
hochstmolekularen, die eigentlichen Proteine oft fiir das Auftreten 
von Tribungen verantwortlich zu machen sind. Daraus ergibt sich, 
daB die EiweiBfrage in erster Linie eine Qualitatsfrage ist. 

Der Starkeabbau beim Maischen ist durch Extraktausbeute, Treber- 
analyse und Endvergarungsgrad einfach und zuverlassig zu ,tiber- 
wachen. Beim EiweiBabbau liegen die Verhaltnisse, wesentlich 
komplizierter und ungtinstiger, insoferne als wir heute noch nicht 
mit der n6tigen Sicherheit Menge und Qualitat der in die Wurze 
notwendigerweise tberzufiihrenden Stickstoffverbindungen  an- 
geben k6nnen, ferner die Kontrollmethoden umstandlicher und 
fiir die Beurteilung des Effektes weniger eindeutig sind und 
schlieBlich geltende Anschauungen tiber’ den Eiweifabbau beim 
Maischen sich als unzutreffend erwiesen haben: 


Man neigte bis vor kurzem der Ansicht zu, da8 der Starkeabbau 
beim Maischen, der EiweiBabbau hingegen hauptsachlich beim Mal- 
zen erfolge. Kolbach (131) konnte jedoch tiberzeugend nachweisen, 
daB diese Vorstellungen vor allem dadurch zustande kamen, daBh 
man bei den analytischen Feststellungen den gesamten in Losung 
gegangenen Stickstoff beriicksichtigte anstelle des nur dauernd 
léslichen. Die Differenz der beiden ist der koagulierbare Stick- 
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stoff, dessen Menge abhangig von den verschiedensten Bedingun- 
gen auBerordentlichen Schwankungen unterliegen kann. ae 
Rechnet man den koagulierbaren Stickstoff mit zum _ 1lodslichen 
Stickstoff hinzu, oder 148t ihn im andern Falle auBer Berechnung, 
so ergeben sich nach Kolbach folgende Beziehungen: 


100g 100g Wiirze' beim beim 
Gerste Malz aus100g Malzen Maisch. 


Malz gebildet 
loslicher + koagul. N. 267mg 552mg 707mg 285mg 155mg 
dauernd losl. N. 163mg 381mg 619mg 218mg 238mg 


Nach der ersten, friiher allgemein tUblichen Berechnungsweise 
muBte man schlieBen, daB der EiweiRabbau beim Malzen (285 mg) 
ungleich starker als der beim Maischen (155 mg) ist. LaBt man den 
koagulierbaren Stickstoff auBer Betracht und berticksichtigt nur 
den allein maBgeblichen dauernd ldéslichen Stickstoff, so ergibt sich 
die uberraschende und durch weitere Arbeiten bestatigte Tatsache, 
daB der EiweiBabbau beim Maischen nicht nur gleich stark, son- 
dern oftmals sogar starker als beim Malzen ist. Damit aber hat 
der MaischprozeB hinsichtlich der Quantitat des EiweiBabbaues an 
Bedeutung gewonnen. Das gleiche gilt auch, wenn wir seine quali- 
tative Seite ins Auge fassen. Nach Kolbach besteht der beim M§al- 
zen gebildete dauernd ldsliche Stickstoff zu 56%, der beim Maischen 
gebildete zu 23% aus formoltitrierbarem Stickstoff. ,,In Bezug auf 
die Praxis der Bierbereitung ergibt sich daraus, daB beim Malzen 
hauptsachlich diejenigen Stickstoffverbindungen gebildet werden, 
die zur Hefeernaéhrung dienen, wahrend beim Maischen mehr von 
den hochmolekularen, kolloiden Substanzen entstehen, denen eine 
grofe Bedeutung fiir den Schaum und die Vollmundigkeit. des 
Bieres zukommt, die aber andererseits zu Triibungen AnlaB geben 
konnen“ (Kolbach). 

Diese wichtigen Erkenntnisse neuerer Zeit regten dazu an, die in 
der Wiirze als Ergebnis des Maischprozesses vorliegenden Stick- 
stoffverbindungen naher zu differenzieren, um aus Art und Menge 
der einzelnen Stickstofffraktionen eine Beurteilungsgrundlage zu 
gewinnen. Bereits bei der Gerste und beim Malzungsprozefh hat 
man, wie dort bereits erwahnt wurde, Stickstoff-Differenzierungs- 
methoden angewandt, bei der Wiirze, wo aller Stickstoff in ge- 
loster Form vorliegt, miissen diese Differenzierungsmethoden we- 
sentlich subtiler sein, um Erfolg zu versprechen. Der Vollstandig- 


keit halber sei im Folgenden auf die wichtigsten Methoden kurz 
eingegangen. 
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2. Stickstoff-Differenzierungsmethoden. 


Bezuglich der mehrfach, insbesondere bei der Gerste erwahnten 
und kritisch gewiirdigten Methode von Schjerning (15) ertibrigt 
sich ein weiteres Eingehen. 

Windisch, Kolbach und Hennecke (132) differenzieren den Wiirze- 
stickstoff auf biologischen Wege in assimilierbaren und _ nicht 
assimilierbaren Stickstoff. Der Nachteil dieser an sich einfach aus- 
zufuhrenden Methode ist der, daB nur zwei groBe Fraktionen 
unterschieden werden und da der assimilierbare Stickstoff nor- 
malerweise in nie mangelnder Weise in Wiirzen vorhanden ist 
und demgemaB kein besonderes Interesse beansprucht. 

Viel wichtiger dagegen ist die Differenzierung des hochmole- 
kularen Stickstoffes, zu welchen Zwecke man die seit langen be-. 
kannte Eigenschaft solcher N-Verbindungen mit Tannin Fallungen 
zu liefern, ausniitzte. Lundin und Schréderheim (133) haben die 
Methode sorgfaltig durchgearbeitet, die unter den von ihnen fest- 
gelegten Bedingungen etwa 25% des Wiirzestickstoffs als hoch- 
molekulare Fraktion zu erfassen gestattet. Wie jedoch Fink und 
Wildner (134) zeigten, fallt das Tannin nicht selektiv nur hoch- 
molekularen Stickstoff, sondern daneben auch Stickstoffverbindun- 
gen niederen Molekulargewichtes. Allerdings arbeiten die letzt- 
genannten Autoren mit niedrigeren Tanninkonzentrationen als 
Lundin und Schroderheim. 

Hochmolekulares EiweiS wird sehr gut von Magnesiumsulfat ge- 
fallt, wovon bereits friiher Schjerning und Myrback Gebrauch 
machten. Die Fallung ist vollstandig und gut reproduzierbar, wenn 
das pH der Wiirze mit Schwefelséure auf 1—2 gebracht wurde. Die 
MgSoO.-Fallung erfaBt etwa 20—25% des Wiirzestickstoffs, also 
etwa ebensoviel als die Tanninfallung von Lundin und Schréder- 
heim. 

Uranylacetat fallt etwa 33% des Wiirzestickstoffs, naémlich Eiweif- 
stoffe und einen betrachtlichen Anteil hoch- und mittelmoleku- 
larer Abbauprodukte. Die Analysenbedingungen sind von K.u.S. 
Myrbiick (135) festgelegt worden. 

Nach Kolbach und Buse (136) lassen sich mit Hilfe von Aktivkohle 
etwa 55% des Wiirzestickstoffs unter festgelegten Bedingungen er- 
fassen, wobei niedrigmolekularer Stickstoff praktisch nicht erfaBt 
wird. 

Ahnliche Ergebnisse erzielte auch Stadnik (137), der auferdem 
(138) auch mit Hilfe von Jod und Tannin eine Fraktionierung ver- 
suchte. 
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AuBer diesen bisher genannten, fiir wissenschaftliche Zwecke er- 
folgreich verwendeten Differenzierungsmethoden, bentitzt man im 
Betriebslaboratorium seit langem die Aufteilung des Wurzestick- 
stoffes in léslichen, koagulierbaren, dauernd ldslichen und formol- 
titrierbaren Stickstoff als Hilfsmittel der Stickstofffraktionierung. 
Wegen der Einfachheit der Bestimmung hat_sich die Methode in 
Betriebslaboratorien und Versuchsstationen mehr und mehr ein- 
gefiihrt. Durch die Formoltitration werden die freien Aminogrup- 
pen bezw. die ihnen entsprechenden Carboxylgruppen erfabt, 
welche in erster Linie den Aminosiuren und den Peptiden ent- 
stammen, wahrend die hochmolekularen EiweiBabbauprodukte 
und die echten Proteine nur einen verschwindend kleinen Anteil 
ihres Gesamt-Stickstoffs in formoltitrierbarer Form enthalten. Man 
ist also durchaus berechtigt den formoltitrierbaren Stickstoff als 
ein MaB des niedermolekularen Stickstoffs anzusehen, der gleich- 
zeitig der Hefe vorztiglich als Stickstoffnahrung dient. 

Die EiweiBlésung in ihrer Gesamtheit, die in erster Linie auf die 
Wirkung der Proteinase zuriickzufitihren ist, wird zweckmaBig 
durch den prozentualen Anteil des ldslichen Wiirzestickstoffs am 
Gesamt-Malzstickstoff ausgedrtickt. 


3. Der Proteinabbau beim Maischen. 


Wie bereits einleitend anlaBlich der allgemeinen Bemerkungen zu 
diesem Kapitel erwahnt wurde, erfolgte zunachst eine wichtige 
Richtigstellung bisheriger Ansichten dahingehend, da8 die Intensi- 
tat des EiweiBabbaues beim Maischen hinter jener beim Méalzen 
keineswegs zurtickstehe, sondern ihr mindestens gleichkomme, sie 
manchmal sogar tbertreffe. 

Eine andere Vorstellung hatte sich tiber die Bedeutung der Eiweif- 
rast herausgebildet. Allgemein wurde der Standpunkt vertreten, 
das durch eine etwa halbstiindige Rast bei Temperaturen von 
45—55° Malze von ungeniigender oder mangelhafter Lésung ohne 
Schwierigkeiten technologischer Art, wie — schlechte Filtration, 
mangelhafte Klarung und Vergdrung, Auftreten von Trubungen 
sich anstandslos verarbeiten lassen, was man auf eine Wirkung 
proteolytischer Enzyme auf das EiweifB etwa im Sinne einer Nach- 
holung und Verbesserung dessen, was in den Malzereien versaumt 
wurde, zurtickzufiihren pflegte. Bei tiberlésten Malzen soll die 
Ubergehung der EiweiBrasttemperaturen zur Erhaltung hochmole- 
kularer, fiir Vollmundigkeit und Schaumhaltigkeit fdérderlicher 
Stickstoffverbindungen beitragen. 
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Kolbach und Buse (139) untersuchten nun mit Hilfe einer Reihe 
der oben erwahnten Differenzierungsmethoden in neuerer Zeit 
nochmals eingehend den EiweiBabbau beim Maischen, indem sie 
Malz bei 40, 50, 60 und 70° jeweils *%, 1, 2 und 4 Stunden maischten 
und in den Wirzen den Gesamtstickstoff, den dauernd ldslichen, 
den formoltitrierbaren sowie den mit Kohle, Tannin und Mag- 
nesiumsulfat fallbaren Stickstoff ermittelten. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich folgendes: Halt man die Maisch- 
temperatur konstant, so nehmen mit zunehmender Maisthdauer 
alle mit den verschiedenen Methoden bestimmbaren Stickstoff- 
fraktionen dauernd zu. Nachdem aber Magnesiumsulfat, Kohle 
und Tannin vorzugsweise hochmolekulare Stickstoffverbindungen 
selektiv fallen, nimmt also bei zunehmender zeitlicher EiweiBrast 
der hochmolekulare, kolloide Stickstoff zu. Dies steht im Gegen- 
satz zu der oben erwdhnten bisherigen Auffassung, daB im Laufe 
einer langeren EiweiBrast eine Verarmung an hochmolekularem 
Stickstoff eintreten mtisse. Besonders stark ist die Zunahme an 
kolloidem Stickstoff bei hGheren Temperaturen, so findet man z. B. 
daB die Kohlefraktion bei gleicher Maischdauer am groBten bei 
60—65°, die Magnesiumsulfatfraktion am gréo8ten bei 70° und die 
Tanninfraktion am gréBten bei 60—70° ist. Bei niedrigeren Tem- 
peraturen z.B. bei 45 und 50° nehmen die niedermolekularen, for- 
moltitrierbaren Stickstoffverbindungen starker als die hochmole- 
kularen zu, soda®B der hochmolekulare N, obwohl er absolut auch 
zunimmt, in Prozenten des dauernd léslichen N abnimmt. Die Zu- 
nahme des hochmolekularen Stickstoffs bei héheren 'Temperaturen 
kann aus den Eigenschaften der beiden proteoly- 
tischen Enzyme erklart werden, auf welche bei der Keimung 
bereits hingewiesen wurde. Die Peptidasen, welche ftir die Bildung 
des niedrigmolekularen Stickstoffs vorwiegend verantwortlich zu 
machen sind, besitzen eine gréBere Empfindlichkeit gegen hohere 
Temperaturen als die Proteinase, dazu kommt noch, daB sie sich 
beim pH der Wiirze, besonders dann, wenn weiches Wasser zum 
Einmaischen verwendet oder die, Maische gesauert wurde, in einem 
ungiinstigen Milieu befinden. Mit steigender Maischtemperatur 
werden sie zunehmend geschadigt und stellen ihre Tatigkeit mehr 
und mehr ein. Die Proteinase ist gegen hdhere Temperaturen 
widerstandsfahiger, das pH der Maische liegt ihrem optimalen pH 
ziemlich hahe. Die Proteinase spaltet das unlésliche Eiweif in lés- 
liche, groéBere Bruchstiicke, von welchen die anfangs entstehenden 
den Charakter hochmolekularer, kolloider EiweiBabbauprodukte 
besitzen, manchmal sogar den Proteinen noch nahestehen. Diese 
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hochmolekularen Bruchstiicke kénnen, soferne die Proteinase noch 
geniigend wirksam ist und wenn sie giinstige Temperatur- und pH- 
Bedingungen vorfindet, noch weiter zu mittelmolekularen Abbau- 
produkten aufgespalten werden.’ Unter solchen besonders giinstigen 
Umstinden kénnen diese mittleren. Abbaustufen dann eine relative 
Zunahme aufweisen. 

Aus einer Arbeit von Windisch, Kolbach und Schild (140) geht her- 
vor, daB die optimale Temperatur der beiden Proteasen des Malzes 
abhangig ist von der Maischdauer. Ie Bildung des dauernd lés- 
lichen Stickstoffs als MaB der Proteinasewirkung und die des for- 
moltitrierbaren N als MaB der Polypeptidspaltung liegt abhangig 
von der Maischdauer bei folgenden optimalen Temperaturen: 


Maischdauer dauernd losl. N. formoltitrierbarer N. 
% Std. 61—63° 56—60° 
ne 60—61°  -54—58° 
He S33 57—59" 52—56° 
Fa ae 56—58° 48—52° 
Oi ae 55—57° 47—51° 


Diese Erscheinung, die man auch bei anderen Enzymen, wie der 
Amylase findet, ist darauf zurtickzuftihren, daB bei langerer Maisch- 
dauer bereits eine Inaktivierung der Enzyme einzutreten beginnt, 
die groéBer ist, als die aktivierende Wirkung der Temperatur auf 
die enzymatische Reaktion selbst. 

Das optimale pH ftir beide Enzyme erweist sich ebenfalls ab- 
hangig von der Temperatur, wie folgende Feststellungen von Win- 
disch, Kolbach und Schild beweisen. 


Temperatur dauernd losl. N. formoltitrierbarer N. 
30° pH 4,3—4,7 4,3—4,7 
40° 4,3—4,7 4,4—4,8 
50° 4,3—4,7 4,4—4,8 
60° 4,5—4,9 4,5—4,9° 
65° 4,6—5,0 4,5—4,9 
70° 4,9—5,3 4,6—5,0 


Da die Peptidasen bei einem pH in der Nahe des Neutralpunktes 
ihre beste Wirkung entfalten, zwischen pH 4 und 5 aber praktisch 
keine Wirkung mehr ausiiben, handelt es sich bei obigen optimalen 
pH-Bereichen fiir die Bildung des formoltitrierbaren Stickstoffs 
um die Tatigkeit der Proteinase. 

Nur bei Einmaischen bei niedrigeren Temperaturen (unter 45—50°) 
und wenn das pH der Maische in der Nahe von 6 liegt, kann mit 
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einer starkeren Wirkung der Peptidasen gerechnet werden. Mit 
Zunehmen der Maischekonzentration steigt die EiweiBlésung an, 
im Gegensatz zur Amylase, wo das Gegenteil der Fall ist. Bei einem 
Verhaltnis von Schiittung zu GuB von 1:2 ist die Zunahme des 
dauernd léslichen Stickstoffs um 12% gréfer als bei einem Verhilt- 
nis von 1:5,3 (60°, 1 Stunde Maischdauer). Der formoltitrierbare 
N nimmt in der Dickmaische relativ starker zu als in der Diinn- 
maische, soda der Formol-N in Prozenten des dauernd léslichen N 
mit der Maischekonzentration ansteigt. Durch Wahl der Maische- 
konzentration l4Bt sich also in gewissen Grenzen das Verhdltnis 
von hoher zu niedriger molekularem Stickstoff regeln. 


Die bisher referierten neueren Erkenntnisse tiber den EiweiRabbau 
beim Maischen sind gewissermaBen an Modellversuchen gewonnen, 
bei welchen die EiweiBrasttemperatur vom Einmaischen bis zum 
Abmaischen eingehalten wurde. In der Praxis muB die Eiweifrast 
mit Riicksicht auf den Starkeabbau mit dem jeweiligen Maischver- 
fahren kombiniert werden. Es folgen demgemaf8 auf die EiweiB- 
rasttemperaturen stets héhere Temperaturen, wodurch das Bild des © 
EiweiBabbaues wesentlich kompliziert wird. Bei einer Kombina- 
tion von EiweiBrast mit Weitermaischen bis 70° und Halten einer 
Rast bei 70° tritt nach Kolbach und Buse ein weitgehender Aus- 
gleich der Stickstoffverhaltnisse ein. Es zeigt sich, da ein Ein- 
halten einer EiweiBrast bzw. die Rasttemperaturen nur von unter- 
geordneter Bedeutung fiir den absoluten und relativen Gehalt der 
Wiirze an kolloidem Stickstoff ist. Es scheinen die proteolytischen 
Enzyme beim Einhalten einer EiweiBrast von 40—50° noch so ge- 
schont zu sein, daB sie beim Erhitzen der Maische auf hdhere 
Temperaturen z.B. 70° noch sehr kraftig zu wirken vermogen. 
Nach neueren von Kolbach und Simon (141) vermittelten Erkennt- 
nissen, kommen die Proteasen im Malz zum Teil in loslicher, zum 
Teil in unléslicher Form vor. Wahrend die ldéslichen Proteasen bei 
70° rasch ihre Aktivitaét verlieren, bewahren sie die unldéslichen 
‘Proteasen infolge des Schutzes, den sie durch ihre Bindung an die 
Plasmakolloide erfahren, auch bei 70° noch langere Zeit. Die bei 
70° entstehenden, immerhin noch beachtlichen Mengen dauernd los- 
lichen Stickstoffs sind so gut wie ausschlieBlich auf die Tatigkeit 
der unléslichen Proteasen zurtickzufuhren. 

Wie auBerordentlich die Wirkung der unldslichen Proteasen ist, 
geht aus folgender Tabelle hervor. Durch reichliches Auswaschen 


mit Wasser wurden die léslichen Proteasen praktisch vollkommen 
aus dem Malz entfernt. Die ,,Trebermaische“ wurde 2 Stunden bei 


139 


40, 50, 60 und 70° gehalten und in der Wtirze die verschiedenen 
Stickstofffraktionen ermittelt. (Kolbach und Simon). . 
Stickstoffzunahme beim Maischen in mg je 100 g Malztrockensubst- 


Temperatur 40° 60° 60° 70° 
loslicher N 99 210 Zid 155 
dauernd losl. N. 93 210 204 147 
Formol-N. 34 71 59 33 
Formol-N. in % des dauernd = 
losl. N. aa 34 29 22 


Bemerkenswert an diesen Versuchen ist die Tatsache, daB selbst 
bei 70° in den Trebermaischen noch sehr viel dauernd ldslicher und 
formoltitrierbarer Stickstoff gebildet wird, d. h, da8 die unlodslichen 
Enzyme bei dieser hohen Temperatur eine sehr erhebliche Wir- 
kung aufweisen. Gemessen an den in Malzmaischen gegebenen 
Verhaltnissen betragt die Menge des in den Trebermaischen in 
Losung gegangenen dauernd lésl. Stickstoffs 4/5 bis *4 der ersteren. 
Daraus mu8 man mit Recht schlieBen, daB den unldslichen Prote-— 
asen eine sehr erhebliche Bedeutung beim EiweiBabbau zukommt- 
Der EiweiBabbau in den Malzausztigen tritt demgegeniiber sehr in 
den Hintergrund, auch sind die ldslichen Enzyme bedeutend em- 
pfindlicher gegen hdhere Temperaturen, bei 70° ist ihre Wirkung: 
bereits véllig erloschen. | 

Auf Grund der Versuche von Kolbach und Simon miissen wir fer-— 
nerhin annehmen, daB das unldsliche EiweiB des Malzes, also Reste 
des Edestins, ferner Hordein und Glutelin die Quellen fiir den in 
Losung gehenden Stickstoff darstellt. An diesen unldéslichen Pro- 
teinen greifen die unldslichen Proteasen an und fiihren sie in lés- 
liche Stickstoffverbindungen tiber, wobei das Stadium der léslichen. 
koagulierbaren EiweiBstoffe entweder nicht durchlaufen wird, oder 
etwa zunachst gebildetes koagulierbares EiweiB, sehr schnell in ein— 
fachere nicht koagulierbare Bruchstiicke zerfallt. _ 

An obiger Tabelle ist weiterhin bemerkenswert, daB bei 70° die 
Zunahme des formoltitrierbaren Stickstoffs in der Trebermaische 
den gleichen Zahlenwert wie bei 40° erreicht (33 und 34 mg). Da bei 
70° die Peptidasen nach den Erfahrungen an Malzausziigen unwirk- 
sam geworden sind, muB der hohe formoltitrierbare Stickstoff auf 
die Tatigkeit der Proteinase zuruckgefiihrt werden, welche die in 
Losung gebrachten EiweiBabbauprodukte anscheinend noch sehr 
kraftig zu Polypeptiden mittlerer MolekulargréBe abbaut, wodurch 
sich die erheblichen Werte des Formol-N erklaren lieBen, es sei 
denn man miiBte den unldéslichen Peptidasen eine ganz besonders 
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hohe Hitzestabilitat zuerkennen. Hier ergaben sich noch einige 
Lucken unserer Erkenntnis, die durch weitere Forschungen erst ge- 
schlossen werden miissen. 

Die groBe Empfindlichkeit der in der Maische in Lésung befind- 
lichen proteolytischen Enzyme hat bereits Kolbach (loc, cit. 58) be- 
obachtet, als er die Filtrate von Malzmaischen, die bei verschiedenen 
Temperaturen gemaischt waren, auf ihre eiweiRabbauende Wir- 
kung gegentiber Edestin untersuchte. Bei 65° war die Vernichtung 
der Proteasen zu 97%, bei 70° vollstandig erfolgt. Liiers, KrauB, 
Hartmann und Vogt (loc. cit. 142 und Dissert. Vogt, T. H. Miinchen 
1934) verfolgten die Veradnderungen der proteolytischen Aktivitat 
im Verlauf von Praxissuden, indem sie die Maischefiltrate auf Ge- 
latine zur Einwirkung brachten und durch die Formoltitration den 
erfolgten Abbau bestimmten. Bei den Hochkurzmaischsuden mit 
Einmaischtempérturen von 63° war bereits kurz nach dem Ein- 
maischen keinerlei proteolytische Aktivitat mehr nachweisbar. Fir 
Zweimaischsude gestaltete sich die Veranderung der proteolyti- 
schen Aktivitat wahrend des Sudverlaufs, um ein ausgewahltes 
Beispiel zu bringen, folgendermaB8en: 


Proteaseeinheiten 10° 
in 100 kg Schiittung. 


Gesamtmaische vor Ziehen der 1. Maische (52°) 18,14 
a) 1. Maische vor dem Kochen (70°) 24,13 
b) 1. Maische nach dem Kochen 0 


c) Restmaische vor Zubriihen der 1. Maische (52°) 9,07 
d) Gesamtmaische n. Zubriihen der 1. Maische (68°) 3,31 
e) 2. Maische vor dem Kochen 1,56 
f) 2. Maische nach dem Kochen 0 

g) Restmaische vor d. Zubriihen der 2. Maische (68°) 6,45 
h) Ges.-Maische nach Zubriihen der-2. Maische (78°) 6,55 
i) Vorderwurze 3,48 
k) Pfannevollwurze 0 


Vom Einmaischen bis zur Vorderwiirze ist demnach proteolytische 
Aktivitat nachweisbar. Vom Einmaischen bis zur Temperatur von 
70° in der 1. Kochmaische nimmt die Aktivitét der Proteasen noch 
zu, was auf~ein allmahliches Inlésunggehen der Enzyme zuruck- 
gefiihrt werden diirfte. Die Restmaische hat beim “Stehen bei 52° 
die Halfte ihrer Proteasenaktivitat verloren, ein Beweis dafiir, daB 
bereits bei diesen an sich noch giinstigen Temperaturen die Inakti- 
vierung schon stark einsetzt. Auffallend ist, daB die Gesamt- 
maische beim Stehen bei 68° (Probe d und g) wieder eine Zunahme 
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der Enzymkonzentration erfuhr, die auch durch das Zubrtihen der 
enzymatisch inaktiven 2. Maische nicht herabgesetzt wurde. Es ware 
allein durch die Verdiinnung zu erwarten gewesen. Es ware daran 
zu denken, daB das Milieu lésend auf unlésliche Proteasen wirkt 
und der Losungsvorgang wenigstens fiir eine kurze Zeit die Inakti- 
vierung tiberkompensiert. 


Bei den Hochkurzmaischsuden konnte, wie gesagt, keinerlei pro- 
teolytische Aktivitat schon bald nach dem Einmaischen festgestellt 
werden; die Milieubedingungen scheinen hier grundlegend anders 
zu sein als bei den Zweimaischesuden. Wenn aber trotzdem sich 
die Stickstoffverhaltnisse der Ausschlagwiirzen beider Maischver- 
fahren nicht absonderlich unterscheiden, so ist das ein erneuter Be- 
weis daftir, daB fiir den EiweiBabbau in erster Linie die unlés- 
lichen, zellgebundenen Proteasen verantwortlich sind, wahrend die 
léslichen Proteasen nur eine untergeordnete Bedeutung besitzen. 
Aus den obigen Ausftihrungen wurde der SchluB gezogen, daB die 
im Malz vorhandenen unldslichen Proteasen unlisliche Proteine 
des Kornes in lésliche Proteine oder Abbauprodukte beim Mai- 
schen Uberfiihren. Als solche unlésliche Proteine kommen Glutelin, 
Hordein und Edestin, soweit sie beim Malzen nicht abgebaut wur- 
den, in Betracht. 


Hinsichtlich der Edestine oder besser gesagt der die Globulinfrak- 
tion aufbauenden Komponenten liegen aus neuester Zeit Befunde 
des schwedischen Forscherkreises vor, uber welche Sandegren (4) 
berichtet. Die Versuche wurden in der gleichen Weise wie an Ger- 
Sten- und Malzausziigen auch an KongreBlaboratoriumswiirzen 
durch Fallung mit Ammonsulfat durchgefiihrt. Nur die £-Globulin- 
komponente wurde ebenso wie im Malz auch in der Wiirze gefun- 
den, soda8 die proteolytischen Enzyme des Malzes_ nicht fahig 
waren, die /-Komponente beim Maischen abzubauen. Nachdem die 
beim Maischen wirkende Protease dem Papaintyp angehért und 
durch Blauséure um 50% in ihrer Aktivitat gesteigert werden kann, 
wurde auch ein Maischversuch unter Aktivierung mit Blausdure 
durchgefiihrt, trotzdem aber fand sich wiederum die f#-Fraktion 
in der Wiirze. - 


Um festzustellen, wie sich die Globuline gegeniiber den Maisch- 
temperaturen unter AusschluB der Enzyme des Malzes verhalten, 
wurden reine aus Gerste dargestellte Praparate von 6 und a+ y- 
Fraktion dem Gang des KongreBmaischverfahrens unterworfen. Die 
Losung der #-Fraktion blieb wahrend des ganzen Maischprozesses 
vollig klar und die Sedimentationsdiagramme in der Ultrazentri- 
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fuge waren vor und nach dem MaischprozeB identisch. Lésungen 
der a + y-Fraktion dagegen zeigten nach dem Maischen betriicht- 
liche Niederschlage, die sich nur sehr schwer und in geringem Be- 
trag in Pufferlésungen lésten, doch enthielten die Losungen keine 
der genannten Fraktionen mehr. Die gemaischte Originallésung 
der a + y-Fraktion enthielt jedoch noch geringe Mengen sowohl a- 
wie auch y-Globulin. Die a-Komponente hatte viel starker abgenom- 
men als die y-Komponente, sodaB die letztere hitzestabiler ist als die 
erstere. 


SchlieBlich wurde noch Malz als auch Lésungen der einzelnen Kom- 
ponenten des Globulins unter Zusatz von mit HCN aktiviertem 
Papayotin gemaischt und dabei gefunden, daB die S-Komponente in 
beiden Fallen vom Papayotin abgebaut wurde, wobei unter den Ab- 
bauprodukten ziemlich hochmolekulare Verbindungen gefunden 
wurden. a- und y-Komponente dagegen schienen gegeniiber dem 
Papayotin widerstandsfahiger zu sein. 


Luers, Stricker und Schild (112) verfolgten unter verschiedenen 
Maischbedingungen ebenfalls den EiweiBabbau, indem sie, ahnlich 
wie beim Malzen neben den bekannten Stickstoffverbindungen 
auch einzelne Aminosduren auf kolorimetrischem Wege quantitativ 
bestimmten. Die Ergebnisse allgemeiner Art bestatigten die Be- 
funde von Kolbach und Buse. Eine EiweiBrast vermehrt unter 
gunstigen Bedingungen zwar den Aminostickstoff, aber gleichzeitig 
nimmt immer auch der hocnmolekulare Stickstoff zu, besonders 
dann, wenn hohere Eiweif®rasttemperaturen eingehalten werden. 
Aus dem unterschiedlichen Verhalten der einzelnen Aminosauren 
Tyrosin, Tryptophan und Arginin mu8 man schlieBen, daB die im 
Malz vorhandenen Peptidasen verschiedene, das Polypeptidmole- 
kiil strukturell spezifisch angreifende Enzymtypen enthalten, was 
sich mit den heutigen Vorstellungen tiber Polypeptidasen (Amino- 
und Carboxypolypeptidasen) deckt. Die Empfindlichkeit der einzel- 
nen Peptidasentypen gegen héhere Temperaturen ist eine verschie- 
dene, was sich bereits beim Darren und in Fortsetzung dann beim 
Maischproze8 au8ert. 


Der niederst molekulare Stickstoff, ndmlich der Ammoniakstickstoff 
vermehrt sich nach Windisch und Kolbach (143) beim Maischen in 
gleicher Weise, wie der Gesamt- und formoltitrierbare Stickstoff, 
sodaB er in Prozenten des Gesamtstickstoffs ausgedriickt sich nicht 
verdndert. Eine EiweiBrast bei 45° brachte eine Vermehrung des 
Ammoniakstickstoffs von 1,32 mg bei % Std. auf 1,92 mg bei 3 Std. 
Rast. 
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Wenn wir nun aus den neueren Arbeiten tiber das Wesen des Ei- 
weiBabbaues beim Maischen die praktischen SchluBfolgerungen zu 
ziehen versuchen, so kommen wir zu der Feststellung, daB keines 
der praktisch geiibten Maischverfahren im Stande ist, den Gehalt 
der Wiirze an kolloiden EiweiBkorpern unter den Wert zu bringen, 
der durch den Gehalt des Malzes an bereits vorgebildeten, léslichen 
EiweiBstoffen gegeben ist. Ein zuweitgehender EiweiBabbau beim 
Maischen und damit eine Veranderung an kolloiden Stickstoffver- 
bindungen kann gar nicht eintreten, da, wie wir gesehen haben, 
jede EiweiBrast den absoluten Gehalt der Wiirze an kolloidem Stick- 
stoff erhoht. Wie bereits weiter oben angedeutet wurde, besteht 
an sich kein Zweifel dartiber, daB beim Maischen mangelhaft ge- 
léster Malze das Einhalten einer Rast bei 45—55° einwandfrei fest- 
stellbare, technische Erfolge bringt, nur sind diese nach den neueren 
Erkenntnissen nicht mit einem hdéheren Gehalt an hochmolekularen 
Stickstoffverbindungen zu erkléren, denn beim Maischen eines 
schlecht gelosten Malzes nekmen diese bei Intensivierung des 
Maischverfahrens z.B. durch eine EiweiBrast ebenso zu wie bei 
einem gut gelosten Malz. Wenn man beim Verbrauen von schlecht 
gelosten Malzen ohne die Einhaltung der genannten Rasten Fil- 
trations- und Klarungsschwierigkeiten beobachtet, welche bei Ein- 
schaltung einer ,,EiweiBrast“ verschwinden, so miissen nach An- 
sicht Kolbachs und auch des Verfassers die nachweisbaren Erfolge 
entweder mit dem EiweiSabbau tiberhaupt nichts zu tun haben, 
oder aber in einem anderen Sinne als dem bisherigen mit dem Ei- 
weiBabbau zusammenhdngen. Auf experimenteller Basis ist eine 
Erklarung der Sachlage noch _ nicht moglich, dagegen vermégen 
theoretische Uberlegungen zumindestens erhellend zu wirken und 
den Weg fiir weitere Forschungen zu weisen. Bleibt man zunachst 
bei den EiweiBkérpern als den eventuellen Storenfrieden, so 1aBt 
sich nach den Untersuchungen Schjernings (loc. cit. 15) die Moglich- 
keit erwagen, daB ein Malz mit guter Losung Eiweifstoffe von 
ganz bestimmten Abbaugrad enthalten muB. Ist ein EiweiBstoff, 
wie das Schjerningsche Albumin II noch im Malze vorhanden und 
wird es beim Maischen nicht weiter abgebaut, dann kann es zu den 
in der Praxis beobachteten stérenden Auswirkungen kommen. Der 
allgemeine Begriff ,kolloider hochmolekularer Stickstoff“ ist hier 
also aut ein spezifisches EiweiBindividuum zuruckgefthrt und ein- 
geschrankt. Nach der mehrfach erwahnten Kritik an den Schjer- 
ningschen Stickstoffdifferenzierungsmethoden ist es nicht mdglich 
uber die hier angedeutete Vorstellung zu entscheiden, wenngleich 
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ihr Zutreffen durchaus im Bereich der Modglichkeit liegt. Es er- 
geben sich namlich noch weitere Gesichtspunkte, die als eine Stiitze 
fiir die Beteiligung eines Proteinindividuums an den genannten 
Erscheinungen betrachtet werden kénnten. Wie bereits bei der Be- 
sprechung der proteolytischen Enzyme wahrend der Keimung aus- 
einandergesetzt wurde, haben Blagoveschensky und _ Sossiedow, 
Northrop und Kosmin beobachtet, daB in Getreidesamen eine Prote- 
inasekomponente vorkommt, welche sich durch eine starke des- 
aggregierende Wirkung auf hochmolekulare Eiweifkérper, wie 
Gliadin, Glutenin und Gelatine auszeichnet. Liiers, Hiittinger und 
Lother (loc. cit. 67—72) konnten diese Befunde auch an Malzaus- 
zugen bestatigen. Es erscheint moglich und wahrscheinlich, daB 
diese Proteinasekomponente. ,,Gelatinase“ genannt, spezifisch auf 
einige Bindungeén eingestellt ist, welche mehrere Grundkorper zum 
»hochmolekularen EiweiB zusammenfiigen. Werden diese Peptid- 
oder vielleicht auch Sulfhydryl-Bindungen geldst, so zerfallt der 
hochmolekulare EiweiBkérper in die Grundkoérper, wobei z.B. die 
Lésung von 5 Bindungen das Molekulargewicht angenommen 85 000 
bereits auf 17000 herabgesetzt, was genugen wurde, um die physi- 
kalisch-chemischen Eigenschaften z.B. Neigung zu Triibungen, In- 
stabilitat, Neigung zur Symplexbildung mit anderen Kolloiden von 
Grund auf in giinstigem Sinne zu verandern. Eine Nachprifung 
dieser theoretischen Mdéglichkeit scheitert vorerst an dem Fehlen 
analytischer Methoden. 


Eine weitere, von der vorigen ganzlich unabhangigen Vorstellung 
ist die folgende: Die ,,EiweiBrasttemperaturen“ von 45—55°, welche 
wir aus den praktischen Erfahrungen heraus als besonders erfolg- 
reich bezeichnen miissen, sind nun nicht nur fiir die proteolytischen 
Enzyme, sondern auch fiir manche andere besonders ginstig. Das gilt 
z. B. fiir den Abbau der Pentosane, die Hydrolyse des Xylans zu 
Xylose, ferner fiir den enzymatischen Abbau des von Piratzky be- 
schriebenen Amylans, das infolge seiner hochkolloiden, schleimigen 
Beschaffenheit die Filtration der Wiirze erschwert, fiir den Abbau 
der Gummistoffe und schlieBlich auch fiir die Aufspaltung organi- 
scher Phosphorsdureverbindungen durch die Phosphatasen. Eine 
Rast bei 45—55° ist also auch in der Lage eine Reihe hochkolloider 
Stoffe von NichteiweiBnatur enzymatisch in einfachere, weniger 
kolloide Stoffe tiberzufiihren. Es liegt nahe — fiir das Amylan 
wurde es von Piratzky nachgewiesen — anzunehmen, daB in 
mangelhaft gelésten Malzen der Abbau derartiger Stoffe wahrend 
der Keimung nicht weit genug fortgeschritten ist und daB die giin- 
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stigen Auswirkungen einer ,,EiweiBrast“ wahrend des Maisch- 
prozesses auf einen enzymatischen Abbau gerade solcher Stoffe 
zuruckzufthren sind. 

Welche der beiden Vorstellungen die zutreffende ist, kénnen erst 
weitere experimentelle Arbeiten entscheiden. Die Moglichkeit be- 
steht, daB beide zu Recht bestehen. Da nach bisherigen Erfahrun- 
gen die im Werdegang des Bieres auftretenden Triibungen niemals 
chemisch einheitlich sind, sondern aus Symplexen oder Koazervaten 
verschiedener organischer und auch anorganischer (SiOz) Kom- 
ponenten sich zusammensetzen, ist die Vorstellung nicht unbe- 
grindet, daB durch einen enzymatischen Abbau aus einer Reihe 
solcher Kolloide Bruchstiicke entstehen, deren Molekulargr6Be und 
damit ihre kolloiden Eigenschaften es ihnen nicht mehr erlauben, 
zu storenden Symplexen miteinander in Verbindung zu treten. Es 
ist zu hoffen, daB eine feinere kolloidchemische Analyse der Wiirze- 
bestandteile unsere Kenntnisse auf diesem schwierigen Gebiet er- 
weitern wird. 

Wenn wir also den in der Praxis des Braugewerbes eingebtirger- 
ten Begriff der EiweiBrast weiter verwenden, so miissen wir uns 
jedenfalls dartiber im Klaren sein, daB wir damit nur einen 
Begriff aus der Fille unbekannter Reaktionsablaufe umschreiben. 
Wie mehrfach erwahnt kann der Starkeabbau hinsichtlich der In- 
tensitat seines Ablaufes beim Maischen mit geniigender Zuver- 
lassigkeit festgestellt werden. Doch spielt fiir die Giite des Wiirze- 
extraktes auch die Intensitat des Ablaufes anderer enzymatischer 
Reaktionen ebenfalls eine wichtige Rolle. Da es nun sehr schwer 
oder praktisch unmdglich ist, verschiedene enzymatische Reaktio- 
nen quantitativ zu verfolgen, schlug Kolbach (144) vor, zur Beur- 
teilung der Intensitat eines Maischverfahrens 
den EiweiBabbau als Reprasentanten der iibrigen enzymatischen 
Reaktionsablaufe zu wahlen, womit man einerseits seiner all- 
gemeinen Bedeutung Rechnung traégt und andrerseits beriicksich- 
tigt, daB die tbrigen enzymatischen Reaktionen. hinsichtlich ihrer 
se Ag ok hae ha (Temperatur, pH, Zeit) dem EiweiBabbau 
ahneln. ; 


Der Umfang des EiweiBabbaues kann auf einfache analytische 
Weise durch die Bestimmung des dauernd ldslichen Stickstoffs der 
Wirze in Prozenten des Malzstickstoffs ermittelt werden. Da die 
Menge des dauernd loslichen Wiirzestickstoffs aber nicht“nur von 
den Maischbedingungen sondern von dem jeweils im Malz vor- 
gebildeten abhingig ist, muB8B der letztere ebenfalls bestimmt 
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werden, was am zweckmaBigsten durch die Ermittlung der Eiweif- 
ausbeute beim KongreBverfahren erfolgt. Setzt man die EiweiB- 
ausbeute beim KongreBverfahren gleich 100, so hat man eine 
brauchbare Vergleichsbasis gefunden, die Intensitat des Betriebs- 
verfahrens mit der Intensitat des KongreBverfahrens in Beziehung 
zu setzen. Durch dieses methodische Vorgehen fallt auch der Ein- 
flu8 des Malzes, wenn ein Wechsel desselben in der Praxis vor- 
genommen wird, hinweg. An analytischen Operationen sind fol- 
gende erforderlich: 1. Bestimmung des Malzstickstoffs. 2. Bestim- 
mung des Stickstoffs in der filtrierten Ausschlagwtirze und 3. Be- 
stimmung des Stickstoffs in der Kongrefiwitirze, nachdem diese 
2 Stunden mit der der Praxis entsprechenden Menge gemahlenen 
Hopfens gekocht wurde. : 
Ergibt die EiweiBausbeute (Wiirze-N in % des Malz-N) beim Be- 
triebsverfahren z. B. 38,2%, beim KongreBverfahren 36,0, so be- 
rechnet sich die Intensitat des EiweiBabbaues beim Betriebsver- 
38,2100 
a Ss 106%. Diese Vergleichszahl schlagt Kolbach 


als MaBstab fiir die Intensitat des Maischverfahrens vor. Nach den 
bisherigen Untersuchungen schwankt die Intensitatszahl zwischen 


38 und 117 und liegt im Mittel bei 105. Es ergibt sich folgendes 
Beurteilungsschema: 





fahren zu 


Intensitatszahl Intensitat des Maischverfahrens 
uber 110 - -hoch 

von 100 bis 110 normal 
unter 100 niedrig. 


Ein Dreimaischsud hatte z, B. die Intensitaétszahl 109, ein Zwei- 
maischsud aus dem gleichen Malz eine solche von 95. Verlangerung 
der EiweiBrast beim 2. Maischsud von 15 auf 60 Minuten (bei 52") 
steigerte die Intensitatszahl auf 105. In ahnlichem Sinne wirkte auch 


-eine Sduerung (J. Z. = 103.) 


Durch eine*S A4uerung der Maische wird gewohnlich der losliche 
Stickstoff in der Wiirze erhéht. Gleichzeitig gehen auch mehr Phos- 
phate in Lésung. Beide Faktoren wirken sich in einer Erhohung der 
Pufferung aus, sodaB oft der angestrebte Effekt, namlich eine pH- 
Verschiebung nach der sauren Seite illusorisch wird. Aus diesem 
Grunde ist man zur Sduerung der ablauternden Wurze lbergegangen, 
die wesentlich effektvoller verlauft und den Charakter des ein- 
geschlagenen Maischverfahrens nicht verdndert. Neuere Literatur 
zur Sduerung von Maische und Wurze: Kolbach, Hau8mann und 
Wilharm (145), Schiitza (146) Liiers und Schrempp (147). 
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Wiahrend des Maischprozesses nimmt die Menge des koagulier- 
baremStickstoffs ab, auch wenn keine Maischen gekocht 
werden, denn die Hitzedenaturierung der Proteine beginnt bereits 
bei Temperaturen tiber 50° merklich in Erscheinung zu treten. Kol- 
bach und Wilharm (148) geben daftir folgendes Zahlenbeispiel: 


koag. N in 100 cem Wiirze 


Malzauszug 28,0 mg 
KongreBwirze 12,0 mg 
Betriebsvorderwtrze 6,0 mg 
Ausschlagwirze 2,1 mg 


Mehr als die Halfte des koagulierbaren Stickstoffs werden also be- 
reits beim Laboratoriumsinfusionsverfahren ausgeschieden. Der Ge- 
halt der Dekoktionswtirzen der Praxis an koagulierbaren N betragt 
fiir 100 cem 12%ige Wiirze zwischen 8 und 4, im Mittel 6mg. Der 
Unterschied gegentiber dem Kongrefverfahren (ca. 12mg) ist auf 
die eiweiBfallende Wirkung des Maischekochens zurtickzuftihren. 
Nachdem aber von den 6 mg koagulierbaren Stickstoffs der Betriebs- 
vorderwutrze beim spateren 2 stiindigem Witirzekochen nur noch 4 mg 
ausgeschieden werden, mu8 man annehmen, da& der koagulierbare 
Stickstoff des Malzes in einen leicht und einen schwer koagulier- 
baren Anteil zerfallt. Vom letzteren wird ein Teil beim Maische- 
kochen ausgeschieden. Da der noch koagulierbare, in der Wiirze ver- 
bleibende Reststickstoff hochmolekularen echten Proteinstickstoff 
darstellt, der in erster Linie fiir Triibungen des Bieres verantwort- 
lich ist, gewinnt seine méglichst weitgehende Abscheidung prakti- 
sches Interesse. Inwieweit dazu die Bedingungen des Maische- 
kochens beitragen zeigen die Ergebnisse der Arbeiten von Kolbach 
und Wilharm. Ty 

Der Einflu8 der Kochdauer ergab sich aus Versuchen, bei welchen 
KongreSimaischen nach AbschluB des Maischverfahrens zum Kochen 
gebracht und dann verschieden lange im Kochsalzbad gekocht wur- 
den. Auf 12%ige Wiirze berechnet ergaben sich folgende Werte: 


Kochdauer pH nach koagulier- koagu- 
Minuten dem Kochen barer N lierter N 
0 5,70 9,60 0 
15 5,67 7,60 2,00 
30 5,65 6,51 3,09 
60 5,61 4,71 4,89 


Mit zunehmender Kochdauer nimmt also die Menge des koagulier- 
ten Stickstoffs zu, jedoch fiihrt die mit dem Fortschreiten des Ko- 


148 


chens einhergehende Verarmung der Wiirze zu einer zunehmenden 
Verlangsamung der Ausscheidung. In diesem Zusammenhang ergibt 
sich die den Praktiker interessierende Frage, ob es fiir das spatere 
Wiurzekochen von Vorteil ist, beim Maischekochen méglichst viel 
koagulierbaren Stickstoff auszuscheiden. Kolbach und Wilharm 
kommen auf Grund ihrer Experimente zu einer Bejahung der Frage- 
steHung und fiihren an, da8 eine intensive Ausscheidung des koa- 
gulierbaren Stickstoffs beim Maischekochen eine Verkiirzung des 
Wirzekochens erlaubt, die fiir 0,5mg koagulierbaren N in 100 ccm 
(Herabsetzung von 2,70 auf 2,20 mg) bei Hochleistungspfannen mit 
10%iger Verdampfung immerhin 25—30 Minuten ausmacht. 

Der Einflu8 des pH auf die EiweiBkoagulation beim Maischekochen 
geht aus folgender Tabelle von Kolbach und Wilharm hervor: 


in 12%iger Wiirze 


pH vor Kochen koagulierbarer N koagulierter N 
6,78 3,31 6,09 
6,33 . 5,34 4,26 
St ie? 3,88 
5,19 6,61 2,99 


Es ist bemerkenswert, daB in dem untersuchten pH-Bereich, kein 
pH-Optimum fiir die Koagulation des Stickstoffs gefunden wurde, 
sondern dieses scheint vielmehr noch jenseits von pH 6,78 zu liegen. 
Beim Hopfenkochen dagegen ergibt sich ein pH Optimum bei etwa 
5,2, die Unterschiede im Verhalten von Maische und auch Wurze 
einerseits, und gehopfter Wiirze andrerseits diirften wohl auf die 
Mitwirkung des Hopfengerbstoffs zuriickzufuhren sein. 

Zwischen Maischekonzentration und EiweiBkoagulation bestehen 
keine eindeutigen Beziehungen. 

Der EinfluB& der Kochintensitét wurde dadurch ermittelt, daB Kon- 
greBmaischen % Stunde im Wasserbad (100"), im Kochsalzbad (108°) 
und im Chlorcalciumbad (116°) gekocht wurden. Auf 12%ige Wir- 
zen berechnet ergaben sich folgende Werte (mg in 100 ccm) 


Temp. koagulierbarer N koagulierter N 
100° 8,00 1,60 
108° 6,62 2,98 
116° 6,39 3,21 


Die Erhéhung der Temperatur von 100° auf 108° hat folglich nahezu 
zu einer Verdopplung des koagulierten Eiweifes gefiihrt, wahrend 
eine weitere gleichgroBe Temperatursteigerung nur mehr verhalt- 
nismaBig wenig EiweiB koagulierte. 
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b):Das Abladuternh; die Treber. 


Bei der Trennung von Wiirze und Treber stellt das Ablautern der 
Vorderwiirze kein Problem dar. Interessant werden die Ver- 
haltnisse dagegen beim Anschw4anzen, weil hier eine Reihe von 
Faktoren physikalischer Art (Verdiinnung, Anderung der Léslich- 
keitsverhaltnisse) und chemischer Art (z. B. Brauwasserzusammen- 
setzung) auf die Zusammensetzung der NachguBwtrzen EinfluB 
nehmen konnen. | 

Auf Anregung des Verfassers fiihrte Schild (149) an Praxissuden in 
Miinchener Brauereien eine eingehende Untersuchung dartiber durch, 
wie sich im Laufe des Anschwanzens die Zusammensetzung des 
Wiirzextraktes andert. Aus dem umfangreichen Zahlenmaterial sei 
hier nur ein die Stickstoffverhaltnisse betreffender Auszug gebracht. 
Helle Wiirze wahrend des Ablauterns. 


Vorderwiirze NachguBwiirzen Glattwasser 
Extrakt %- Plato 16,59 11,75 7,95 BWalowe mayer 2,48 1,62 1,14 0,74 


in 100 g Extrakt sind enthalten: 
mg Gesamt-N 804,0 806,7 857,9 907,7 921,7. 103,2 113,6 125,0  138,0 


mg koagul. 
bar. N 72,7. 74,1 109.3 109,7 94,8 145.6 159.5 187,8 °156,8 


mg dauernd 
losl. N 731,3 732,6 7486 798,0 8269 8868 976,1 106.3 123,1 


mgTannin-N 237,1 258,1 255,7 290,1 295,7 348.2 4247 478,7 505,1 


mg Phosph. 
molybd. N 340,8 335,1 371,2 412,1 408,6 506,0 635,1 685,7 776,3 


mg Formol-N 300,7 312,8 314,8 312,9 306.6 308,6 3289 341,6 339.4 


Menge und Art der Stickstoffverbindungen verdndern sich im Laufe 
des Anschwanzens und zwar steigt der gesamtlésliche Stickstoff des 
Extraktes mit zunehmender Verdiinnung in immer starkerem MaBe 
an und erreicht im Glattwasser 173% seines ursprunglichen Wertes 
in der Vorderwtirze. Zieht man die Stickstoffwerte der Vorderwiirze 
von jenen des Glattwassers ab, so eliminiert man dadurch die rein 
mechanische auswaschende Wirkung des Anschwanzwassers und der 
Rest vermittelt ein Bild-von der zusatzlichen, substanziellen Lésung 
des NachguBwassers. Folgende Tabelle gibt einen Vergleich der pro- 
zentualen Zusammensetzung von VorderwiirzeeiweiB und von durch 
Anschwanzwasser zusatzlich geléstem EiweiB. 
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durch Anschwaénzwasser 
Vorderwtirzeeiweib zusatzl. geléstes Glattwasser- 
eiweif. 
9,03 in 100g Extr. 3,65 g in 100g Extr. 
prozeniuelle Zusammensetzg. des EiweiBes 


Genuines EiweiB 9,1% 19,7% 
Albumosen 20,5% ~ 26,3% 
Peptone+Polypeptide 12,9% 28,6% 
Peptide + Aminosaure 57,6% - 25,4% 
davon Formol-N 

als EiweiB 37,4% 6,6% 


Das Anschwaénzwasser bewirkt also eine bevorzugte Lésung von 
hochmolekularem Stickstoff, der infolge der weitgehenden Schw4- 
chung oder meist sogar Vernichtung der proteolytischen Enzyme 
nicht mehr nennenswert weiter abgebaut werden kann, somit einen 
trubungsfordernden Faktor darstellt. Auffallend ist, daB im Glatt- 
wasserextrakt noch 6,6% des EiweiBes als niedrigst molekularer 
Stickstoff vorhanden ist. Beim dunklen Sud war dieser Anteil mit 
19,1% noch héher, er hatte bei seiner leichten Léslichkeit gleich- 
makig mit dem Extrakt aus den Trebern herausgewaschen werden 
mussen. Bei der Empfindlichkeit der Peptidasen ist. keinesfalls da- 
mit zu rechnen, daB wdahrend des DurchflieBens des Anschwanz- 
wassers durch die Trebern ein Abbau von héheren Peptiden erfolgt 
ist. Moglicherweise spielen Adsorptionsvorgange eine Rolle. 


Eine Bestatigung der Befunde von Schild brachten Untersuchungen 
von Schreder, Brunner und Hampe (150). 

In neuester Zeit lieferten Kolbach und Rehberg (151) weitere ex- 
perimentelle Beitrage zu diesem Problem. Im Gegensatz zu Schild 
verglichen sie die Zusammensetzung der Vorderwurze mit jener von 
Vorderwiirze + Nachwiirzen, wodurch sie einerseits gewisse Schwie- 
rigkeiten, welche das Arbeiten mit verdiinnten Wurzen macht, ver- 
mieden und andrerseits den Verhaltnissen der Praxis moglichst ge- 
recht wurden. ; 

Bei Versuchen mit destilliertem Wasser als Anschwanzwasser und 
dem Einflu&B der Temperatur zeigte sich, daf der hochmolekulare 
mit Magnesiumsulfat fallbare Stickstoff bei Anschwanztempera- 
turen von 70 und 80° eine Zunahme erfahrt. In Ubereinstimmung 
mit Schild vermehren sich auch die Triibungsstoffe und vor allem in 
auffallender Weise die Kieselsdiure, sodaB ein Ablautern bei mog- 
lichst niederer Temperatur ratsam erscheint (Kuhllauterungsver- 
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fahren von Jakob (152)). Hinsichtlich des Einflusses der Menge des 
Anschwianzwassers erbrachten die Versuche von Kolbach und Reh- 
berg die gleichen Ergebnisse wie jene von Schild. Bei einem Ver- 
gleich der Wirkung von destilliertem, schwach gesdéuertem oder al- 
kalisch gemachten Anschwaénzwasser zeigte sich, da alkalische 
Wasser vor allem den Gehalt an Gesamtstickstoff und hochmole- 
kularem Stickstoff in den NachguBwiirzen erhéhen, wahrend neu- 
trales oder gesauertes Wasser nur geringfligigere Unterschiede er- 
kennen lassen. Damit ist erneut die Tatsache bestatigt, da der Zu- 
sammensetzung des Anschwénzwassers besondere Aufmerksamkeit 
zu. schenken ist, unseres Erachtens noch grofere, als dem Einmaisch- 
wasser. 

Kolbach und Rehberg beschaftigen sich in diesem Zusammenhang 
auch mit der Frage, wie sich Wasser gleicher Alkalitat, die jedoch 
von verschiedenen Alkalitatstragern verursacht wird, beim An- 
schwanzen verhalten. Es kamen folglich 3 Wasser von der gleichen 
Alkalitat, namlich 7,15 ccm n/10 Saure pro 100 ccm und dem gleichen 
pH = 7,3 zur Verwendung mit dem Unterschied, daB das eine Cal- 
ciumbikarbonat, das andere Magnesiumbikarbonat und das letzte 
Natriumbikarbonat enthielt. Wahrend sich die Ca- und mg-Bikar- 
bonatwasser hinsichtlich der Lésung der Stickstoffverbindungen 
kaum unterschieden, bringt das Natriumbikarbonatwasser fast 20% 
hochmolekularen, durch Magnesiumsulfat fallbaren Stickstoff mehr 
als die beiden Erdalkaliwdsser in Lésung. Auch hinsichtlich der Lé- 
sung anderer hier nicht unmittelbar interessierender Bestandteile 
erweist sich ein Natriumbikarbonatwasser als Anschwanzwasser als 
ungunstiger und von starkerer Wirkung als Erdalkalibikarbonat- 
wasser der gleichen Alkalitaét. Da pH und Alkalitat jeweils die glei- 
chen waren, mu8 dem einwertigen Na-Jon eine im Vergleich zum 
Ca- und Mg-Jon bevorzugte physikalisch-chemische und kolloid- 
chemische Wirkung zugeschrieben werden, die sich in einer Begitin- 


stigung der Léslichkeitsverhaltnisse auswirkt. 


Kolbach und Rehberg stellten schlieBlich in subtilen kritischen Ver- 
suchen, in welchen die pH-Verhdltnisse besondere Berticksichtigung 
fanden, noch fest, daB durch alkalischwirkende Anschwanzwasser der 
Gehalt der Wiirzen an koagulierbarem Stickstoff erhoht wird. 


Wenn man die verschiedenen referierten Befunde zusammenfaBt, so 
kann man die allgemeine Folgerung ziehen, daB eine zusitzliche Lé- 
sung von Stickstoff beim Anschwanzen unerwunscht ist, da vorzugs- 
weise hochmolekularer, die Instabilitat und die Neigung zu Triibun- 
gen fordernder Stickstoff gelést wird. 
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Es ist deshalb verstandlich, daB man sich in der Praxis seit langem 
bemiihte, die schadliche Auslaugung der Treber moglichst hintanzu- 
halten, wozu eine Reihe von Méglichkeiten zur Verfiigung stehen, 
auf die nur kurz hingewiesen werden soll. Bekannt ist die schonende 
Behandlung der Spelzen im MaischprozeB (Verfahren mit sortiertem 
Schrot), ferner Verwendung méglichst gut entharteter, eventuell mit 
Gips im Verhdltnis 1 Karbonat- zu 3 Gipsharte korrigerter Wasser. 
Noch vorteilhafter ist eine SAuerung des Anschwdnzwassers derart, 
daB sich das pH der NachguBwiirzen wihrend des Anschwdnzens 
uberhaupt nicht verdndert. 

SchlieBlich sind in letzter Zeit auch Verfahren zur Veredelung 
der Nachgiisse bekannt geworden, welche auf einer Behand- 
lung der Wiirzen mit Aktivkohle (z. B. 50—100 g Purocarbon je hl) 
beruhen. Hiertiber berichten Moraye (153), Chabot (154), Wellhoener 
(155) und besonders Enders und Novak (156). Wahrend die erst- 
genannten Autoren sich mit der Adsorptionswirkung der Kohle auf 
Wiurze und Bier befassen, verfolgten Enders und Novak die Wir- 
kung der Aktivkohle auf NachguBwitirzen. Von den vielen analyti- 
schen Befunden interessiert hier vor allem die Feststellung, daB 
durch die Adsorptionsbehandlung der hochmolekulare, instabile 
Stickstoff sehr weitgehend entfernt wurde, wie. sich durch ver- 
gleichende Ammonsulfattitrationskurven vor und nach der Adsorp- 
tion nachweisen lieB. Der Geschmack einer auf die Konzentration 
der Vorderwtirze eingedampften, veredelten Nachgu8wiirze ist 
vollig rein und su8 und unterscheidet sich sinnfallig von dem un- 
feinen, kratzigen Geschmack einer gleichweit eingedampften, un- 
behandelten NachguBwiirze. 


Die Treber. 


Der Rohproteingehalt der Treber auf frische, getrocknete und Tre- 
bertrockensubstanz bezogen, ist durchschnittlich folgender: 
frisch getrocknet Trockensubstanz 


Wasser 76,3 % 9,0% 0 % 
Rohprotein 6,63% 25,57 28% 
verdauliches Rohprotein 4,74% 18,2% 20% 


Wahrend der Rohproteingehalt der Gerstentrockensubstanz etwa 
10—12% betragt, hat sich in den Trebern das Rohprotein wesentlich 
angereichert, sodaB das Ndahrstoffverhaltnis von Starkewert zu 
Protein wesentlich enger und damit der Futterwert gtnstiger ge- 
worden ist. In den Trebern befinden sich die Proteine der Gerste, 
welche weder im MAlzungs- noch im Maischproze8 in lésliche Stick- 
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stoffverbindungen abgebaut wurden also vor allem groBe Anteile 
von Hordein und Glutelin, daneben auch Globulin (Edestin), fur 
dessen Lésung der Salzgehalt von Malz und Brauwasser nicht aus- 
reichte und schlieBlich durch Hitzewirkung beim Maischen und 
Maischekochen koagulierte EiweiBstoffe (Albumin und _ teilweise 
Globulin), sowie unldsliche EiweiB-Gerbstoff-. (Spelzengerbstoff)- 
verbindungen. 


c)Das Wtrzekochen. 


Das Kochen der Wirze mit Hopfen dient verschiedenen Zwecken, 
namlich der Konzentration, der Sterilisierung der Wurze, der Ver- 
nichtung der Enzyme, der Losung und Umwandlung. der Hopfen- 
bittersduren und der Ausfallung geléster, koagulierfahiger EiweiB- 
stoffe. Im Zusammenhang mit unseren Betrachtungen interessiert 
in erster Linie der zuletzt genannte mit der Abscheidung koagulier- 
baren Stickstoffs verbundene Zweck. AuBerdem treten die Stick- 
stoffverbindungen mit den Gerbstoffen vornehmlich des Hopfens 
in Reaktion, ferner spielen sie eine Rolle bei der Adsorption von 
Bitterstoffen und schlieBlich geben sie a4hnlich wie beim Darren Ver- 
anlassung zum Eintreten der Melanoidinreaktion. 


l1.Koagulation der Proteine. 


Wenn man in einer 10%igen Wtrze vor dem Kochen 6—12 mg, nach 
dem Kochen 1—3 mg koagulierbaren Stickstoff in 100 ccm feststellt, 
so ist die Differenz von 3—10 mg ausgeschiedener Stickstoffmenge 
quantitativ nicht, qualitativ jedoch sehr bedeutend, da es sich gerade 
um hochmolekularen, instabilen Stickstoff handelt, der nach den 
jungst gemachten Erfahrungen und Erkenntnissen besonders zu Trti- 
bungen (Kalte-Metall-Pasteurisiertriibung) AnlaB® geben und die Sta- 
bilitat des Bieres gefahrden kann, weshalb an seiner moglichst voll- 
standigen Entfernung grofes, praktisches Interessé besteht. 

Die Theorie der Hitzedenaturierung und Koagulation der EiweiB- 
k6rper wurde bereits im Allgemeinen Teil A gebracht, worauf ver- 
wiesen sei. 

Friher vertrat man die Anschauung (siehe Brauereilexikon), daB 
ein etwa 1 stiindiges Kochen geniige, um die ausscheidbaren EiweiB- 
korper aus der Wiirze zu entfernen und daB es genuge, wenn die 
Wirze nach dem Kochen guten Bruch und feurigen Glanz zeige. 
Durch die Einfiihrung von Zusatzkochapparaten und die Intensi- 
vierung des Wiirzekochens ist es aber moglich geworden, die Menge 
der Trubabscheidung wesentlich zu steigern, sodaB normales Wiirze- 
kochen nicht die maximalen Bedingungen erreichen 1aBt. 
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Die Ausfallung des koagulierbaren Stickstoffs beim Wiirzekochen 
wird durch eine Reihe von im Folgenden naher zu. betrachtenden 
Faktoren beeinfluBt. 


Das pH. Ganz allgemein erfolgt optimale Koagulation der Prote- 
ine bei ihrem isoelektrischen Punkt. In Wiirze liegen verschiedene 
EiweifBstoffe vor, welche verschiedene isoelektrische Punkte aufwei- 
sen, z. B. das Leucosin mit I. P.=pH 4,7 und die’Globulinkomponen- 
ten mit I. P. bei pH 4,9 bis 5,7. Dazu kommt noch hinzu, daB nach 
Hartong (157) Edestin, welches in der Wiirze als Edestinsalz vorliegt, 
beim pH der Wiirze praktisch iiberhaupt nicht zum Koagulieren ge- 
bracht werden kann. Andererseits berichten neuerdings Sdverborn, 
Danielsson und Svedberg (Sandegren (4)), da Wiirzekochen eine 
vollige Entfernung der Gerstenglobuline bewirkt. Jedoch enthalt 
die Wurze noch hochmolekulare Stickstoffverbindungen aber in so 
geringer Menge, daB es bisher noch nicht mdglich war, tiber diese 
Verbindungen durch Ultrazentrifugenversuche exakte Angaben zu 
erhalten. 

Infolge des Eintretens von Adsorptionsverbindungen oder. kolloider 
Symplexe mit Kieselsaure oder anderen Kolloiden z. B. Hopfen- 
bitterstoffen tritt das Eiwei8 in der Wiirze als kompliziert zu- 
sammengesetzte kolloide Mizelle auf, fiir deren Stabilitat und Aus- 
scheidbarkeit andere Verhaltnisse gelten mégen als sie ftir reine 
Proteine zutreffen. Fiir Betriebsvorderwitirze fanden Windisch, 
Kolbach und Vogel (158), ferner Kolbach und Wilharm (159) das 
optimale pH der Koagulation bei 6 bis 6,5 wie folgende Tabelle zeigt: 


Vorderwuirze pH 6,60 koagulierter Stickstoff 7,11 


: 5,76 7,75 
5,14 7,20 
4,59 6,38 


7,12. koagulierter N in % des 90 
6,49 maximal koagulierb. N. 100 


5,66 93 
4,66 79 
4,01 69 


Diese fiir die Vorderwiirze giiltigen Verhaltnisse verschieben sich, 
sobald man die mit den Nachguwiirzen vereinigte Pfannevollwirze 
untersucht. Fiir diese liegt das Koagulationsoptimum bei pH 
5,2—5,5. Liiers (160) fand als Optimum der Koagulation pH 5,0—9,3, 
wihrend Hopkins (161) zwischen pH 4,6 und 5,6 fast keine Unter- 
schiede an der Menge des ausgeschiedenen Eiweifes fiir englische 
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Wiirzen beobachtete. Wir beobachten somit von der Vorderwurze 
zur Ausschlagwiirze eine Verschiebung des Koagulationsoptimums 
von pH 6 bis pH etwa 5. Die Ursachen hiefiir sind im Einzelnen 
noch nicht experimentell erforscht. Sie kénnen durch die oben ge— 
gebenen Erklarungen gedeutet werden. 


Die Konzentration der Wiirze. 


Kutter und Siegfried (162) und Kolbach und Wilharm (163) be- 
obachteten eine Zunahme des koagulierten Stickstoffs mit ab- 
nehmender Witrzekonzentration, weshalb hochprozentige Wurzen 
eine langere Kochdauer als niedrigprozentige erfordern, um den 
gleichen Grad der Stickstoffausscheidung zu erreichen. Vermutlich 
tragen die hohere Viscositat und der héhere Gehalt an Schutzkolloi-. 
den an dieser Erscheinung die Schuld. 


Kochdauer. 
Nach Kutter (164) tritt mit zunehmender Kochzeit eine Vermehrung 
der unldslichen Trubtrockensubstanz und ihres Proteingehaltes ein- 
Kolbach und Wilharm (165) fanden, daB in den ersten 25 Minuten 
des Kochens die EiweiBausscheidung am starksten ist, sodaB ein 
bestimmter Teil des koagulierbaren Stickstoffs besonders leicht ab- 
zuscheiden ist. Mit verlangerter Kochzeit steigt die N-Ausscheidung 
weiterhin langsam an, erreicht aber selbst bei 5stiindiger Kochdauer 
noch nicht ihr Ende. Durch die Hopfengabe gelangt léslicher Stick- 
stoff in die Wiirze, der die Menge des koagulierten Stickstoffs aus- 
gleicht, manchmal sogar iiberkompensiert, was analytisch. zu beriick— 
sichtigen ist. 


Kothin't ens: ta t. 


Die Kochintensitat wird am besten durch die stiindlich verdampfte 
Wassermenge definiert. Zur Intensivierung des Kochens finden 
Zusatzkochapparate Verwendung z. B. der bekannte Perfektapparat. 
Horch und Schultheis (166) fanden bei Zusatzkochung im Vergleich 
zu normaler Dampfkochung eine Vermehrung der Trubausscheidung 
um 10—20%. Nachdem die Koagulation ein kolloidchemischer Vor- 
gang ist, wird es verstadndlich, daB intensive Kochung mit reich- 
licher Dampfblasenentwicklung, ihren Oberflachen und ihrer 
rihrenden Bewegung zu einer Forderung der Koagulation fiihrt. 
DaB gerade der Dampfblasenentwicklung eine wichtige Bedeutung 
zukommt, zeigt auch die Tatsache, daB ein Druckerhitzen der Wiirze 
auf 105—107° zwar die N-Ausscheidung etwas erhoht, jedoch nicht 
in dem erwarteten MaBe, was darauf beruht, daB die Wiirze nur 
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anfanglich bis zur Erreichung der genannten Temperaturen kocht 
und dann die Dampfblasenbildung aufhort. 


Der wichtige Einflu8 der Kochintensitaét auf die EiweiSkoagulation 
wurde von Kolbach und Wilharm (165) analytisch dazu ausgeniitzt, 
aus dem Gehalt der Ausschlagwiirze an noch koagulierbarem Stick- 
stoff ein Urteil tiber die Kochwirkung in ihrer Gesamtheit zu fallen. 
Zu diesem Zweck wird die filtrierte Ausschlagwiirze 5 Stunden 
unter RickfluBkthlung im gesattigten Salzbad gekocht und das 
Koagulum nach Kjeldahl verascht. Auf 12%ige Wiirzen berechnet 
enthalten die Ausschlagwiirzen je nach der Kochintensitat zwischen 
1 und 3 mg koagulierbaren Stickstoff in 100 ccm. 


2.EiweiB und Gerbstoftf. 


AuBer dem Eiwei8 sind in der Wiirze Gerbstoffe enthalten und zwar 
aus den Spelzen und aus dem Hopfen herstammend. Gerbstoffe 
sind, wie im allgemeinen Teil bereits erwahnt wurde, dazu befahigt, 
mit EiweiBkorpern (und deren héheren Abbauprodukten) unlésliche 
Verbindungen einzugehen. Die Eigenschaften der EiweiB-Gerbstoff- 
verbindungen werden von der Art der Gerbstoffe beeinfluBt. Der 
Hopfengerbstoff in seiner nattirlichen Form liefert mit EiweiB- 
stoffen der Wiirze in der Hitze lésliche, beim Abkiihlen sich unlés- 
lich abscheidende Verbindungen. Der durch Sauerstoff oxydierte 
Hopfengerbstoff, Phlobaphen genannt, geht mit den WtirzeeiweiB- 
k6orpern in der Hitze und in der K4lte unldsliche Verbindungen ein. 
Durch die Gegenwart von Gerbstoffen findet also eine zusatzliche, 
tiber die Hitzekoagulierung hinausgehende Ausscheidung von Wurze- 
eiweiB statt und gleichzeitig werden aber auch infolge der eigen- 
artigen Léslichkeitsbedingungen der EiweiB-Gerbstoffverbindungen 
die Bedingungen zum Eintreten von unangenehmen Triibungen, 
wie KAlte- und Pasteurisiertriibung geschaffen. Aus diesen Grtn- 
den kommt, wie so oft im Werdegang des Bieres, solchen Verbin- 
dungen, die mengenmaBig eine ganz untergeordnete Rolle spielen 
in qualitativer Beziehung groBe Bedeutung zu. 

In neuerer Zeit haben Liiers und Niedermaier (167) die Reaktion 
des Hopfengerbstoffs mit EiweiBkérpern mit Hilfe einer sehr 
empfindlichen nephelometrischen Methode unter verschiedenen Ge- 
sichtspunkten studiert. 

Menge des EiweiBes. 

Werden jeweils gleiche Mengen Hopfenauszug mit steigenden Men- 


gen Albumin gekocht, so werden zwar steigende Mengen von Gerb- 
stoff gebunden, jedoch herrscht zwischen Eiweif- und Gerbstoff- 
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menge keine Proportionalitat, sondern es liegt, wie besonders die 
graphische Darstellung erkennen lieB,-eine nach den Gesetzen der 
Adsorption verlaufende Bindung vor, d. h. kleine FiweiBmengen 
nehmen relativ viel Gerbstoff auf, gré6Bere Mengen Eiweili dagegen 
relativ immer weniger. Unter normalen, in der Praxis des Wurze- 
kochens obwaltenden Bedingungen wird niemals der Gerbstoff rest- 
los aus der Wiirze ausgeschieden, denn es stellt sich das von den 
gegenseitigen Konzentrationen von Gerbstoff und Eiweif bedingte 
Adsorptionsgleichgewicht ein. 
Der EinfluB der Temperatur auf die Gerbstoffbindung ist ein 
bedeutender. Unter vergleichbaren Bedingungen bindet die gleiche 
Menge EiweiB bei 95° nahezu die doppelte Menge Gerbstoff als bei 
20°. Das in der Wurze vorkommende Edestin bindet den Hopfen- 
gerbstoff etwa in den gleichen quantitativen Verhaltnissen als das 
Albumin. Wurde der Hopfengerbstoff durch 20 Minuten langes Liii- 
ten oxydiert, so war die Gerbstoffbindung durch das Edestin, wie 
folgende Tabelle zeigt, eine wesentlich starkere. 
Normaler Oxydierter 
Hopfenauszug Hopfenauszug 


25 cem Hopfenauszug + 0 ecm 0,6%ige Ede- 
stinlés. 2,80%  2,70% Gerbst. 


hee ; a : 207% 137% 
Oi. R pe ee : 1,73%. 0,65% 
ety, % a ene R 1,16%. 0,33% — ,, 
25 ,, A 4, - L,199e es hi 
a5. i £6), 3 0,96% 0,16%  ,, 
oRe ; Bie Ripe é 0,60% 

25, ‘ 15. 0,27% 


Hartong (168) machte ebenfalls die Beobachtung, daB Oxydation zur 
besseren Ausscheidung des Gerbstoffs fiihrt und erblickt eine weit- 
gehendere Gerbstoffausscheidung unter dem EinfluB von Zusatz- 
kochapparaten in einer gesteigerten Oxydation des Gerbstoffs. 

Wie schon lange bekannt ist, hangt.die gegenseitige Bindung von 
EiweiB und Gerbstoff auch von der Wasserstoffionenkon- 
zentration der Lésung ab. Auch ftir die EiweiBkérper des 
Malzes und den Hopfengerbstoff ergab sich diese Tatsache, wie 


folgende Versuche zeigen: pH 5 6 7 

25 ccm Hopfenauszug + 0cem Malzauszug 3,10 3,10 3,10% Gerbstoff 
2A ae E> ee “, 2,46 2,64 2,68% 

43 ae 5 Aerie 4 1,89 2,06 2,24% 


25, Y opts a a 1.48 1,68 2,01% 
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Mit zunehmender aktueller Aziditat erfolgt also eine starkere Bin- 
dung des Gerbstoffs an das Eiwei8. Eine Erklarung fiir dieses Ver- 
halten findet man am besten in den elektrischen Ladungsverhalt- 
nissen der Reaktionspartner. Die Gerbstoffe sind ausgesprochen ne- 
gativ geladen, infolgedessen verbinden sie sich, besonders wenn 
diese Bindung adsorptiv erfolgt, mit positivem EiweiB. Da der iso- 
elektrische Punkt der Wiirzeeiwei8kérper (Pfannevollwiirze) etwa 
zwischen pH 5,2 und 5,5 liegt, ist es verstandlich, daB bei einem pH 
von 5 und noch niedriger, wo das Eiweif erst ausgesprochen positive 
Ladung annimmt, die Bindung des Gerbstoffs am das Eiweif8 eine 
bessere werden muB. 


Die Zeitdauer, wahrend welcher die Reaktion zwischen EiweiB- 
und Gerbstoff von statten gehen kann, erweist sich nach folgenden 
Versuchen ebenfalls von Einflu8. 


Gerbstoffgehalt nach Minuten 


0 3 15 30 60 
25 cem Hopfenausz. + 0ccm Malzausz. 3,10 — — — 
Z0'. 5 * Soe ea 3 1,99 1,80 1,73 1,69 
2 * See e fi 1,20- 0,96 0,93 0,88 


Je langer demgema8B HiweiB und Gerbstoff aufeinander einwirken, 
desto mehr Gerbstoff wird von dem immer vollstandiger koagulie- 
renden Eiwei8 gebunden. Mit Riicksicht auf die praktischen Verhalt~ 
nisse, ndmlich den Zeitpunkt der Hopfengabe, war es von Interesse 
festzustellen, ob zwischen dem in der Koagulation befind- 
lichen und dem bereits auskoagulierten EiweiS8- 
Unterschiede hinsichtlich der Gerbstoffbindung bestehen. Der Ver- 
such wurde so durchgefiihrt, daB einmal Malzauszug, so wie er war, 
das andere Mal Malzauszug, in welchem durch 20 Minuten langes 
Erhitzen der groBte Teil der EiweiBkorper zur Koagulation gebracht 
worden war, mit Hopfenauszug 20 Minuten erhitzt wurde. im ersten 
Fall wirkte also das in der Koagulation befindliche Eiwei8 im zwei- 
ten Fall das bereits auskoagulierte Eiweif8 auf den Hopfengerbstoff 
ein. Das Ergebnis war folgendes: 


nicht koagul. koaguliert 
25 cem Hopfenauszug + 0cem Malzauszug 3,45 3,15 Gerbstoff 


20 95 = te dee ‘3 2,70 wf (ee 
2D 55 é oe Se 3 2,29 2,00 % 5) 
ls gag ,  4%5,, - 1,76 210. ="; 
oo 4 J a ret teen is 1,46 LBD: fy 


Der Erfolg ist, daB das in der Koagulation begriffene EiweiB deut- 
lich mehr Hopfengerbstoff aus der Lésung herausnimmt, als das be- 
reits koagulierte. Je friiher der Hopfen der Wiirze zugesetzt wird und 
je langer er mitkocht, desto mehr an Gerbstoff wird also ausgeschie- 
den, Auch Hartong (loc. cit. 168) fand bei seinen Gerbstoffbilanz- 
versuchen, daB bei Teilgaben des Hopfens mehr Gerbstoff in der 
Wurze verbleibt, als bei einmaliger Hopfengabe zu Beginn des Ko- 
chens. Betrachtet man die Verhdaltnisse beim Hopfenkochen von der 
EiweiBseite aus, so wird wie Kolbach (169) und Kolbach und Wil- 
harm (loc. cit. 165)feststellten, auch umsomehr Eiweib ausgeschieden, 
je langer der Hopfen mit der Wiirze mitgekocht wird. Damit kommt 
die eiweiBfallende Wirkung des Hopfengerbstoffs deutlich zum Aus- 
druck. So wurde z. B. bei einmaliger Hopfengabe zu Beginn des Ko- 
chens und bei mehreren Teilgaben, die sich mehr gegen das Ende 
des Kochens zu verschoben, in der Ausschlagwtirze 0,89 bzw. 1,69 mg 
koagulierbarer Stickstoff gefunden. Auch Kutter (loc. cit. 164) konnte 
in seinen ausfihrlichen Studien tiber die Trubausscheidung und das 
Verhaltnis von Grobtrub zu Feintrub mehrfach auf die Bedeutung 
des Hopfens und die Art seiner Gabe auf Menge und Art des Trubes 
hinweisen. Liiers, Krau8, Hartmann und Vogt (loc. cit. 142) fanden 
bei Infusionssuden, bei denen einmal der gesamte Hopfen zu Beginn 
des Kochens, ein andermal */s des Hopfens erst nach erfolgter Bruch- 
bildung gegeben wurden, 26,9 bezw. 24,9 in einem anderen Jahr 
22,8 bezw. 18,8 kg Trubtrockensubstanz. Damit ist auch durch Praxis- 
versuche fiir die EiweiBfallung die bereits oben fiir den Gerbstoff 
erorterte Tatsache erwiesen, daB ein Unterschied besteht, ob der 
Gerbstoff mit dem koagulierenden oder bereits koagulierten EiweifB 
in Reaktion tritt, zugleich zeigt dieser Versuch, daB der Hopfengerb- 
stoff eiweiBfallend wirkt. 


Kine noch ungeniigend geklarte Frage ist die, ob der Hopfengerbstoff 
mit verschiedenen hochmolekularen Stickstoffverbindungen gleich 
stark zu reagieren vermag. Hopkins-Krause (loc. cit. 98) zitieren Ver- 
suche Schjernings, denen zufolge sein Albumin I (Leucosin) voll- 
standig durch kleine Hopfenmengen gefallt wird, wahrend das Al- 
bumin II (Edestin) nur teilweise, auch bei groBen Hopfengaben zu 
fallen ist. Auch héhere EKiweiBabbauprodukte kénnen vom Gerbstoff 
gefallt werden. Das steht in Ubereinstimmung mit den Befunden 
von Fink und Wildner (loc. cit. 134), wonach Gerbstoffe nicht selek- 
tiv nur etwa hochmolekulares, koagulierbares EiweiB, sondern auch 
Albumosen und Peptone zu fallen vermogen. Gerade derartige hoch- 
molekulare, nicht mehr koagulierbare Stickstoffverbindungen miissen 


160 


“ dl “4 “a - 
ee oP en 
1 


es aber sein, welche nach ihrer Vereinigung mit dem Hopfengerbstoff 
zwar noch loslich, aber doch so wenig stabil geworden sind, daB sie 
spater zu Trubungen im Bier AnlaB geben kénnen. Dafiir spricht die 
Erfahrung, daf8 man zur Stabilisierung von Ubersee-Exportbieren’ 
-grodBere Tanninmengen braucht als man sie zur Abscheidung des koa- 
_ gulierbaren Stickstoffs benétigen wiirde. 

Wenn-man von’hoheren Abbauprodukten der Eiweifstoffe spricht, 
meint man damit im allgemeinen eine Gruppe von Verbindungen, 
die man mit dem Begriff Albumosen bezeichnet. Sie sind am besten 
dadurch zu definieren, da sie beim Kochen nicht mehr koagulieren. 
Uber ihr Molekulargewicht ist damit aber nichts ausgesagt. Das Al- 
bumin, Leucosin, das leicht koaguliert, hat z.B. ein Molekular- 
gewicht von 35 000, wahrend Abbauprodukte des Globulins Edestin 
ein solches von 45 000 haben kénnen und trotzdem, wie Hartong (loc. 
lic. 157) nachwies, nicht koagulieren. Gerade diese ,,Globulosen“ 
aber sind es, welche mit Gerbstoffen zusammen Triibungen in Form 
von Kihltribungen der Wirze und Kaltetribungen des Bieres her- 
vorrufen. 

Auch der Dispersitatsgrad der Stickstoffverbindungen erfahrt nach 
kolloidchemischen' Untersuchungen, die Windisch, Kolbach und 
Wentzel (116) mit Hilfe der Ultrafiltrationsmethode anstellten, eine 
Verdnderung im Sinne einer Vergréberung, wie folgende Tabelle 
beweist: 


~ 


Stickstoff Wiirze ohne Hopfen mit Hopfen gekocht 
dauernd loslich 687 701 
dauernd lésl. — 1’%%iges Ultrafiltrat 78 145 
14%—3%iges Ultrafiltrat 26 17 
3—412%iges 4 65 4270 A hg eA 
4% 6 %iges 68 67 
6—712%iges a 33 34 
im 7'2%igen 3 MASE: 9 ef 431 


Die Werte fiir den dauernd ldslichen Stickstoff zeigen, da8 der Hop- 
fen etwas mehr an Stickstoff in die Wiirze brachte, als durch das 
Hopfenkochen daraus entfernt wurde. Die Fraktion ,,3—4'“ ist fast 
verschwunden, die Fraktion ,,dauernd léslich — 1%“ hat eine be- 
deutende Steigerung erfahren. Der Hopfengerbstoff hat also deut- 
lich dispersitatsgradvergrobernd gewirkt. 

Die bisherigen Ausfiihrungen befassen sich ausschlieBlich mit dem 
Hopfengerbstoff und seiner Wirkung auf die EiweiBstoffe. Doch 
kommen in der Wiirze auch aus der Gerstenspelze herstammende 
Gerbstoffe vor. Mit diesen hat sich Hartong (I. c. 168) befaBt. Mit 
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Hilfe der Léwenthal’schen Hautpulver-Permanganatmethode stellte 
er iiber die eiweiBfallende Wirkung von Malz und Hopfengerbstoff 
Bilanzversuche an. Aus diesen ergab sich, daB die gerbende Kraft 
des Malzgerbstoffes gegeniiber den Wiirzestickstoffverbindungen 
sich wie 1:0,5 verhielt, wahrend das gleiche Verhaltnis fur den 
Hopfengerbstoff 1:0,8 bis 1,21 betrug, sodaB dem letzteren eine 
groBere gerbende Kraft zukommt. 

Wie bereits erwahnt, sind die EiweiB-Gerbstoffverbindungen auch 
die Ursache ftir die Kaltetriibung und die Oxydationstriibung des 
Bieres. Dieser wichtige Komplex von Erscheinungen wird bei spa- 
terer Gelegenheit noch ausfiihrlich behandelt werden. 


Hier soll nur noch kurz darauf hingewiesen werden, dai eine mehr 
oder weniger grofe Ausschaltung des Hopfengerbstoffes beim 
Wurzekochen einerseits durch das von Stadler und Reidt (170) stu- 
dierte Hopfenbriihen, andererseits durch das von F. Windisch (171) 
empfohlene Extrahieren gemahlenen Hopfens mit kaltem Wasser 
und Zugabe des mit Aktivkohle behandelten Extraktes zur Maische 
moglich ist. Durch derartige MaBnahmen werden aufer geschmack- 
lichen Verbesserungen und Herabsetzung der Neigung von Wiirze 
und Bier zu Trtibungen, auch Farbaufhellungen erreicht. 


3. EiweiB und Hopfenbitterstoffe. 


Das beim Wiirzekochen auskoagulierende oder auch als Gerbstoff- 
verbindung ausgeschiedene Eiweif besitzt eine adsorbierende 
Fahigkeit auf die beim Hopfenkochen sich bildenden Umwand- 
lungsprodukte der Hopfenbitterstoffe. Nachdem nun sowohl die 
Trubbildung, wie auch die Umwandlung der Bitterstoffe von ver- 
schiedenen AuBeren Faktoren wie pH, Kochintensitét, Konzen- 
tration der Wiirze abhadngen, wird das Ausma8& der Adsorption 
und damit der Bitterstoffgehalt der Wiirze ein verschiedener sein. 
Kolbach und Kleber (172), welche sich eingehend mit den Kochver- 
anderungen der Bitterstoffe unter Aufstellung von Bilanzen be- 
faBten, fanden, daB ebenso wie die Gesamtbitterstoffe auch nicht 
abgebautes Humulon um so mehr zur Adsorption an den Trub ge- 
drangt werden, je saurer die Wiirze ist. Die Verhaltnisse treten 
klar in Erscheinung, wenn man die nach dem Kochen wieder ge- 
fundenen Gesamtbitterstoffe in Wiirze und ebenso im Trub = 100 
setzt und das nicht umgewandelte Humulon in beiden Fallen in 
Prozent der Gesamtbitterstoffe ausdriickt: 
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Humulon 
PH vor demKochen in% derin Wiirze wieder- in % der im Trub 
gefund. Ges.-Bitterst. wiedergef. Ges.- 
Bitterstoffe 
5,26 39,8 65,3 
5,57 « 36,8 53,1 
5,85 34,4 45,1 


Es ist daraus ersichtlich, daB der Trub bei weitem mehr unabgebau- 
tes Humulon enthalt als die Wiirze und dai mit fallendem pH. 
also zunehmender Aziditaét wesentlich mehr Humulon in den Trub, 
gedrangt wird. Hohe Aziditaten in der Wiirze (Sauerung, weiches 
Wasser) verzogern die Kochumwandlung des Humulons und ftihren 
zu hohen Humulonverlusten durch dessen Bindung an den Trub. 
Auch der verschieden hohe Gerbstoffgehalt der Hopfen kann tiber 
die von ihm bewirkte unterschiedlich groBe Trubbildung zu ver- 
schiedener Bitterstoffadsorption AnlaB geben und sich damit in 
geschmacklicher Beziehung auswirken. 


Infolge der adsorptiven Bindung von Bitterstoffen an den Trub, 
tiberhaupt an Kolloide, ist zu erwarten, daB die Entfernung von |. 
Bitterstoffen aus der Wiirze um so gréBer sein wird, je mehr koa- 
gulierbares Eiwei8 in einer Wiirze enthalten und beim Kochen 
ausgeschieden wird. Nach Kolbach (173) lieB sich dies durch Ver- 
suche mit Wiirzen von verschieden hohem Gehalt an koagulier- 
barem Stickstoff und gleicher Hopfengabe (300 g/hl) bei gleicher 
Kochzeit (2") bestatigen, wie folgende Tabelle zeigt: 


100 ccm Wiirze enthalten Bitterstoffe in Bitterstoffe im Bier 


mg koag. N vor Kochen _— gekocht. Wurze mg/L in % der an- 


mg/L gewandten 
13,2 116,8 72,4 14,3 
7,2 142,7 84,1 19,6 
0,9 159,5 100,5 19,8 


Die erste Wiirze entspricht einer Infusions-, die zweite einer De- 
koktionswiirze. Man erkennt, wie mit Abnahme des koagulier- 
baren Stickstoffs der Bitterstoffgehalt in der Wiirze ansteigt und 
dieser Anstieg auch im Bier noch wahrnehmbar ist. Es ist klar, 
daB sich dies auch geschmacklich 4uB8ern mu. Auch erklart sich 
daraus die Tatsache, daB hochprozentige Wiirzen mit ihrem hoheren 
Gehalt an koagulierbarem Stickstoff héhere Hopfengaben als 
schwicher prozentige erfordern, um die gleiche Bittere zu zeigen. 
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Auch die héhere Hopfengabe bei Intensivierung des Wurzekochens 
mit Zusatzapparaten findet auf gleiche Weise ihre Erklarung. 

Will man eine kraftigere Bittere und eine bessere Ausnitzung der 
Hopfenbitterstoffe erreichen, so kann man daran denken, die Wurze 
zuerst bis zur Bruchbildung zu kochen und dann erst den Hopfen 
zuzusetzen. Windisch, Kolbach und Vogl (loc. cit. 174) fanden im 
Trub folgende Bitterstoffmengen je nach der Art des Kochens: 


Bei Humulongabe zu Beginn des Kochens 20,8 26,9 
nach Istiind. Kochen 11,6 PA 
pH 5,23 pH 4,63 
€s wird also bei einem der Wiirze nahekommenden pH von 5,23 
fast doppelt so viel an Bitterstoffen an den .Trub adsorbiert, wenn 
der Hopfen von Anfang an mitkocht und damit die Bitterstoffe 
,-Gelegenheit haben mit dem koagulierbaren EiweiB zu _ reagieren, 
als wenn die Hopfengabe erst nach der Bruchbildung erfolgt. Aller- 
dings ist dabei noch zu berticksichtigen, daB eine spatere Hopfen- 
gabe_infolge der damit verbundenen kiirzeren Kochzeit in der Pra- 
xis eine geringere Umwandlung des Humulons zur Folge hat, da- 
fir geht weniger Bitterstoff in den Trub. Spatere Hopfengabe 
nach der Bruchbildung 1a8t auch mehr Hopfengerbstoff in der 
Wurze, sodaB sich insgesamt eine Reihe antagonistischer Vorgange 
abspielen, die eine sichere Beurteilung des Einflusses der Art der 
Hopfengabe nur an Hand von Versuchssuden zulassen. 


Im Rahmen dieser Betrachtungen verdient auch ein Verfahren der 
Protexgesellschaft (175) Erwahnung, das dadurch eine Hopfen- 
ersparnis erreicht, daB Wtirze ohne Hopfen %—1" gekocht wird, 
dann als Adsorptionsmittel Montmorillonit zugegeben und weiter 
10—15 Minuten gekocht wird, wodurch instabile Eiwei®kérper 
durch selektive Adsorption gebunden werden. Dann erfolgt das 
Hopfenkochen. Auer der Ersparnis an Hopfen sollen durch diese 
Arbeitsweise auch eiweiBstabile, pasteurisierfahige Biere erhalten 
werden. 


” ” 


4.Wurzekochen und Melanoidinreaktion. 

Sowohl Gray, Stone und Rothchild (176) als auch Hartong und Lu- 
dert (177) stellten beim Wiirzekochen eine starke Zunahme der Re- 
duktionskraft gegeniiber Redox-Indikatoren fest. Nachdem letztere 
Autoren zeigen konnten, daB die Reduktionswirkung beim Kochen 
von Glukose-Phosphatpufferlésungen bereits in Erscheinung  tritt, 
jedoch bei Gegenwart von Glycocoll auBerordentlich erhoht wird, 
lag der SchluB nahe, da& die’ Melanoidinreaktion (siehe Darren) 
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die Ursache fiir die Ausbildung reduzierender Eigenschaften beira 
Wiurzekochen sei. 

Beim DarrprozeB wurde bereits erortert, daB8 fiir das Eintreten 
der Melanoidinreaktion eine Triose X, die mit den Zuckern im 
Gleichgewicht steht und sich zu Methylglyoxal stabilisiert, verant- 
wortlich zu machen ist. Enders (178) verfolgte nun das Reduktions- 
vermogen und die Farbzunahme von wisserigen Losungen, welche 
1% Methylglyoxal und 1% Glycocoll enthielten, wahrend langerem 
Erhitzen im Wasserbad bei 90°. Das Reduktionsvermégen wurde 


‘In 5 ccm jodometrisch gemessen, womit in Anbetracht des niederen 


pH von 3,5 ebenso wie mit Tillmans Reagens ein Kriterium fiir die 
»Reduktions“-bildung zu gewinnen ist. Die Farbe wurde lichtelek- 
trisch durch den Absorptionswert im Langekolorimeter nach _ Ver- 
dinnung 1:10 festgestellt. Folgende Tabelle gibt die Ergebnisse 
wieder: 


1% Methylglyoxal + 1% Glycocoll 


Erhitzungszeit Braunfarbung Reduktionskraft 
% Absorption cem n/100 J2 
0 Min. 0 0,1 
be Gs 0 0,2 
seers 0 0,3 
10 ae 1 0,4 
20° % 3 0,9 
30, 6 1,3 
1 Std. 15 ae | 
yee 33 2,6 
Dis tes 47 3,0 
es 58 3,3 
5 67 4.6 


In reinen Methylglyoxallésungen trat bei gleich langer Erhitzung 
keine Farbveranderung ein und das’ Reduktionsvermégen_ blieb 
auf dem Wert 1,1 ccm n/100 Jod stehen. Aus der Tabelle ist er- 
sichtlich, daB die Reduktionskraft der aus Methylglyoxal und 
Glycocoll gebildeten Melanoidinlésung ~mit der Farbvertiefung 
parallel ansteigt. Unter intensiveren Kochbedingungen nimmt die 
Reduktionskraft schneller zu und _erreicht 5ccm n/100 Jod, Unter 
solchen Bedingungen zeigen auch die glycocollfreien Methylglyo- 
xalldsungen eine geringere Zunahme der Reduktionskraft, ent- 
sprechend den Beobachtungen Hartongs. Die Versuche haben somit 
eindeutig erwiesen, daB das beim Wtirzekochen beobachtete starke 
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Ansteigen des Reduktionsvermégens auf. das Eintreten der Me- 
lanoidinreaktion zurtickzuftihren ist. 

Als Nebenreaktion bei der Melanoidinbildung entsteht aus Methyl- 
glyoxal und Ammoniak bezw. Glycocoll das f-Alanin, wie eben- 
falls Enders nachweisen konnte. Diese Aminosaure stellt einen 
Hauptbestandteil des Bioskomplexes dar. Bisher nahm man an, 
da das £-Alanin durch die Gerste in das Bier gelangt. Durch diese 
neuen Feststellungen wurde aber erwiesen, daB sowohl das Darren, 
als auch das Wirzekochen zur Bildung des #-Alanins fiihrt, sodaB 
interessante Beziehungen zwischen Darrarbeit und Intensitat des 
Wurzekochens mit dem Hefeleben in den Bereich der Moglichkeit 
geruckt sind. F 


d) Das Ktthlen der Wiirze. 


Hauptaufgabe des Kiihlens ist die Herabsetzung der Temperatur 
der kochend heiBen Anstellwiirze auf Anstelltemperatur von etwa 
5°. Dabei vollziehen sich aber noch zwei Prozesse, namlich die Auf- 
nahme von Luftsauerstoff und die Ausscheidung und Abtrennung 
des Trubes. 


1.Die Aufnahme von Sauerstoff. 


Der Luftsauerstoff wird von der sich abkthlenden Wiirze auf 
chemischem Wege durch Oxydation von Wiirzebestandteilen bei 
hohen Temperaturen und auf mechanischem Wege durch physi- 
kalisch-chemische Absorption in der kalten Wirze aufgenommen. 
Hier interessiert nur der chemisch gebundene Sauerstoff, da hieran 
auch Proteine bzw. Stickstoffverbindungen mitbeteiligt sind. 
Bleisch und Schweitzer (179) fanden fiir die einzelnen Substanz- 
gruppen der Wiirze folgende Sauerstoffaufnahme. 


% ccm Sauerstoff in 24h 
bei 85° gebunden 
Rohrzucker 14 8 
Dextrose 14 46 
Laevulose “14 70 
Maltose 14 40 
Dextrin ; 13 
KrausseneiweiB 7 33 
Pepton 7 72 
Gummi 7 1 
Hopfen 0,3 25 
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Beriicksichtigt man die Konzentration, in welcher die einzelnen 
Bestandteile in der Wiirze auftreten, so treffen von der Gesamt- 
oxydation 


auf Maltose -71,3% 
auf Dextrin und Laevulose 14,5% 
auf luibrige Verbind. 14,2% 


M. van Laer (179a) priifte die Befunde von Bleisch und Schweitzer 
durch Messung der aufgenommenen Sauerstoffmengen (60° und 
Phosphatpuffer von pH 5,3) in der Warburgapparatur mit folgen- 
dem Ergebnis nach: 


je Stunde und Gramm absorbierte Menge ccm Sauerstoff. 





Maltose 23 Tannin 315 
Pepton 54 Lavulose 1165 
Glukose 96 Bitterharze 1940 
oder auf Wiirze bezogen: 
g/L ccm 0:2 in 17 bei 58° 
Maltose 60 1,4 
Lavulose 3 335 
Glukose 5 0,5 
Stickstoff 5 0,3 
Harze 0,4 0,8 
Tannin 0,1 0,3 
$a; 71.6.8 


Metalle wie Kupfer wirken oxydationsférdernd auf Tannin, Glu- 
kose und besonders Peptone, nicht auf Maltose und Harze. 


Bleisch und Schweitzer konnten zwischen der heiBen Beliiftung der 
Wiirze und der Trubabscheidung keinen Zusammenhang feststellen. 
Da aber bei hohen Temperaturen Gerbstoffe zu Phlobaphenen oxy- 
diert werden, ist damit zu rechnen, daB die Kihltriibung damit 
beeinfluBt wird, was Enders (180) an Modellversuchen bewies, 
worauf im nachsten Abschnitt eingegangen wird. 


2.Die Trubabscheidung. 


Fiir die Betrachtung der Vorginge, welche sich im Verlaufe der 
Trubabscheidung abspielen, ist, um Verwirrung, wie sie in der 
Literatur vielfach anzutreffen ist, zu vermeiden, eine klare Defini- 
tion der Phaenomene erforderlich. Da& dieses Bedtirfnis verschie- 
dentlich empfunden wurde, zeigen mehrere Veréffentlichungen der 


167 


letzten Zeit, so insbesondere von F.Windisch (181), Kutter (182) und 
Jakob (183). Wir verstehen im folgenden: unter HeiBtrub jene Aus- 
scheidungen, welche beim Hopfenkochen durch die Hitzekoagulation 
der EiweiBko6rper teilweise unter Mitwirkung von Gerbstoffen ent- 
standen sind und sich durch Filtration oder durch Sedimentation 
aus der heifen Wiirze abscheiden lassen. Man kann diese Art des 
Trubes auch Kihlschifftrub oder Grobtrub nennen, obwohl diese 
Begriffe nicht mehr ganz eindeutig sind. Unter Kiihltrub verstehen 
wir jene Ausscheidungen, die sich beim Abkiihlen einer heiBen 
Wiirze bilden, auch wenn sie durch Filtration in der Hitze vom HeiB- 
trub befreit war und dabei ein vollig blankes Aussehen besa&. Fiir 
diese Art von Trub trifft man auch die Bezeichnung Feintrub oder 
amorphe Substanz an. 

Die Ausscheidung des HeiBtrubes ist mit Beendigung des Hopfen- 
kochprozesses zu Ende, dann folgt die HeiBtrubabtrennung oder 
Separation. Die Ausscheidung des Kiihltrubes beginnt’ etwa bei 
Temperaturen von 60° und ist bei Anstelltemperatur beendet. Die 
Temperatur, bei welcher die Kuhltriibung dem Auge sichtbar in 
Erscheinung tritt, heiBt man den Kuhltrtibungspunkt. Die Ab- 
trennung des ausgeschiedenen Kihltrubes ist eine eigene Operation, _ 
die je nach den eingeschlagenen technologischen Ma8nahmen voll- 
standig oder unvollstandig gelingt. 


Der HeiBtrub. 


Die Menge des extraktfreien Heiftrubes, bezogen auf 100 hl 12%iger 
Wurze geben Liiers und Wiedemann (183a) mit 2,5kg, Kutter und 
Siegfried (184) mit 2,5 bis 4,0 kg, und Jakob (loc. cit. 183) mit 2,34 kg 
an. Auf 100kg Malzschiittung kann man nach Kutter mit etwa 
0,25kg extraktfréier Trubtrockensubstanz rechnen. Selbstverstand- 
lich ist die Menge des jeweils anfallenden Trubes keine konstante 
GroBe, sondern sie wird von einer Reihe von Faktoren beeinfluBt, 
worauf schon hingewiesen wurde. Da die Muttersubstanz des Tru- 
bes das koagulierbare EiweiB® der Hopfenkesselwiirze darstellt, wird 
die Menge des Trubes in erster Linie von der Menge des koagulier- 
baren EiweiBes beeinfluBt. Diese letztere hangt auBer vom Eiwei8- 
gehalt des Malzes vor allem vom Maischverfahren ab. Beim In- 
fusionsverfahren ist sie am hochsten, ihm steht das Hochkurzmaisch- 
verfahren nahe, wahrend’ das 3-Maischverfahren oder Maischver- 
fahren, bei welchem groBe Anteile der Maische gekocht werden, 
weniger Trub liefern, Hohe Hopfengaben erhéhen infolge des héhe- 
ren Gerbstoffgehaltes die HeiBtrubmenge und verschieben das Ver- 
haltnis von HeiBtrub zu Kihltrub zugunsten des ersteren. Mit zu- 
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nehmender Kochdauer nimmt die ausgeschiedene Gesamttrubmenge 
zu, wobei der Zuwachs auf die HeiBtrubmenge entfallt. Intensivie- 
rung des Wiirzekochens erhéht die Hei®trubausbeute, wahrend die 
Druckkochung nach Kutter und Siegfried (loc. cit. 184) hauptsich- 
lich die Kuhltriibung vermehrt. Trub- von Druckkochung _her- 
ruhrend, sedimentiert im allgemeinen infolge seines héheren spe- 
zifischen Gewichtes rasch. 


Zusammensetzung des Trubes. 


Exaktere Analysen des Trubes liegen erst aus neuerer Zeit vor. Die 
mechanische Zusammensetzung des Trubes besteht aus koagulierten 
Eiweifflocken, denen je nach der Bauart des Hopfenseihers Frag- 
mente des Hopfens beigemengt sind. Die chemische Analyse des 
Trubes liefert im Durchschnitt einen Wassergehalt von etwa 80%, 
bei Schwankungen nach Enders und Spiegl (185) von 72,9 bis 82,8%. 
Der EiweiBgehalt des Naftrubes schwankt zwischen 10,73 und 
15,53%, in der Trubtrockensubstanz zwischen 49,92 und 63,08%, was 
mit den von Kutter und Liiers und Wiedemann angegebenen Wer- 
ten gut tibereinstimmt. Berechnet man das Eiweif des Trubes in 
Prozenten des EiweiBes des Malzes, so finden sich nach Enders und 
Spiegl 1,15 bis 1,34% des MalzeiweiBes im Trub wieder. 


Das im Trub vorhandene EiweiB ist zum Teil in verdtinnter Na- 
tronlauge léslich und zwar durchschnittlich 18% bei Trub aus dunk- 
len und 33% bei Trub aus hellen Suden. Vielleicht ist die hdéhere 
Hopfengabe und die Bildung gréBerer Mengen von Eiweifgerb- 
stoffverbindungen: die Ursache ftir das abweichende Verhalten der 
Trube heller Wurzen. 


Einen naheren Einblick in die Natur des HeiBtrubes haben Luers 


und Wiedemann (186) durch eine van Slyke-Analyse zu gewinnen 
versucht. Die Stickstoffverteilung war folgende: 


Ammoniak-N. 7,51% 
Melanin-N. 1,18% 
Cystin-N. 1,53% 
Arginin-N. 5,30% 
Histidin-N. 6,66 % 
Lysin-N. 5,20% 
Amino-N. im Hexonbasenfiltrat 57,74% 


Nicht-Amino-N. im Hexonbasenfiltrat 13,91% 


Sa. 99,03% 
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Der Hei&trub stellt ein Gemisch von durch Kochen koagulierten 
Proteinen dar, denen sich noch solche, die durch Hopfengerbstoff- 
wirkung ausfielen, zugesellten. Denn die obigen Hydrolysenergeb- 
nisse stimmen mit keinem der bisher untersuchten, reinen Malz- 
proteine, wie Leucosin, Hordein, Edestin tiberein. AuBerdem ent- 
halt der Hopfenkesselbruch immer noch gr6éRere Mengen von Mine- 
ralstoffen, darunter auffallend viel Kieselséure, ferner Gerbstoffe, 
Bitterstoffe und eine Reihe anderer nicht naher bestimmter Kol- 
loide, unter welchen mdglicherweise auch Pektinstoffe, aus dem 
Hopfen herstammend, vertreten sind. 

Da8 im Trub auch Gerbstoff an das Eiwei8 adsorbiert oder mit ihm 
chemisch gebunden vorliegen mute, dariiber waren sich viele 
Autoren im Klaren, ohne experimentell den Beweis durch Isolierung 
des Gerbstoffes in Substanz dafiir erbringen zu kénnen. Hartong 
(187) ist dies nun in neuerer Zeit dadurch gelungen, daB&B er den 
Gerbstoff im Trub mit Bisulfit reduzierte und sodann mit Hilfe 
von Aceton aus der Adsorptionsverbindung mit dem EiweiB desor- 
bierte. In der Azetonlésung lieB er sich dann einwandfrei nach- 
weisen. Der Kunstgriff Hartongs erweist sich, wie unsere Erfah- 
rungen mehrfach bestatigten, beim Arbeiten mit Gerbstoffen als 
allgemein sehr vorteilhaft fiir das praparative Arbeiten. 

Nicht mehr unmittelbar mit dem in diesem Buch aufgeworfenen 
Thema hat die nahere Zusammensetzung der Aschenbestandteile 
des Trubes, die Entfernung von Schwermetallen wie Kupfer und 
Eisen durch den Trub und die Sedimentation des Trubes und ihre 
Beeinflussung durch verschiedene Faktoren zu tun. Diesbeziiglich, 
Sei auf die citierte Arbeit von Enders und Spiegl (185) sowie auf 
eine Veréffentlichung von Schild, Enders u. Spiegl (188) verwiesen. 


Kitihltrub. 


Wird eine Wiirze, welche durch Filtration oder Zentrifugieren bei 
Temperaturen zwischen etwa 70 und 100° vom Hei8trub befreit 
wurde und ein vollkommen blankes Aussehen besitzt, weiter ab- 
gekuhlt, so triibt sie sich in jedem Falle und nimmt bei Erreichung 
der Anstelltemperatur ein mehr oder weniger undurchsichtiges Aus- 
sehen an. Die Menge der sich bildenden Triibung ist verglichen mit 
der HeiBtrubmenge sehr geringfigig. Liiers und Wiedemann (loc. 
cit. 186) gewannen aus 80 Liter 12%iger kochend heiBfiltrierter 
Hopfenkesselwiirze beim Abkiihlen 4,5g Kuhltriibung (Trocken- 
substanz), was etwa 0,05% des Wiurzeextraktes ausmacht. Der Ei- 
' weiBgehalt betrug 65,1%. Eine vorgenommene van Slyke-Hydro-: 
lyse ergab: 
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Ammoniak-N. 20,14% 


Melanin-N. 1,15% 
Cystin-N. 1,23% 
Arginin-N. 6,79% 
Histidin-N. 3,45 % 
Lysin-N. 4,90% 
Amino-N. im Basenfiltrat 49,31 % 
Nicht-Amino-N. im Basenfiltrat 13,69% 

100,76% 


Ein Vergleich mit der weiter oben gegebenen Analyse des Heif- 
trubes zeigt, daB die Kihltriibung eine ganzlich andere Zusammen- 
setzung als der HeiBtrub aufweist. Wenn man die Analysendaten 
mit jenen der bekannten Proteine der Gerste vergleicht, so ergibt 
sich die gréBte Ahnlichkeit mit dem Hordein. Nachdem aber das 
Hordein nicht wasserldslich ist, kann es sich nicht um diesen EiweiB- 
korper handeln, es muBte denn sein, daB Abbauprodukte des Hor- 
deins, die bereits wasserléslich geworden sind, an der Kihltriibung 
Anteil nehmen. Da das Hordein im Laufe der Keimung zu salzlés- 
lichen EiweiBstoffen abgebaut und umgewandelt wird, und nach 
neueren Feststellungen von Hartong gerade diese edestinahnlichen 
Stickstoffverbindungen zusammen mit Gerbstoffen die Eigenschaf- 
ten, Kaltetribung zu verursachen besitzen, besteht heute kaum 
mehr ein Zweifel daran, daB die Globuline bzw. Globulosen des 
Malzes die Kihltriibung bilden. Ebenso steht jedenfalls fest, daB 
HeiBtrub und Kihltrub zwei ganzlich verschiedene Verbindungen 
sind, dafiir spricht einerseits die Verschiedenheit der durch die van 
Slyke-Analyse erhaltenen Ergebnisse, andrerseits die Tatsache, dab 
sich die Kihltriibung ganzlich unabhangig und in vollig anderen 
Temperaturbereichen als der HeiBtrub abscheidet. 


Trotz der geringen Mengen, in welchen die Kihltriibung auftritt, 
hat man ihr seit langem besondere Beachtung geschenkt, weil die 
Art ihrer Abscheidung, ndmlich amorph oder geflockt fiir Garung 
und Geschmack des Bieres von Bedeutung sein kann. A. Reichard 
(189), der sich schon 1881 mit diesen Ausscheidungen befabBte, hat 
gefunden, daB beim langsamen Abkiihlen der ruhig liegenden 
Wiirze die Ausscheidung der Kihltriibung in sehr feiner Form er- 
folgt, wahrend bei rascher Abkiihlung unter heftiger Bewegung 
ihre Abscheidung in Form hydratisierter Flocken stattfindet. H. T. 
Brown (190) hat dann 1913 die Ausscheidung dieser von ihm als 
,amorphe Substanz“ bezeichneten Triibung in sehr gewissenhaften, 
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beriihmt gewordenen Untersuchungen studiert. Er stellte fest, da 
der Dispersitatsgrad dieser Triibung oftmals ein so feiner ist, daB sie 
sich selbst wahrend der Garung nicht abscheidet, zu Trubungen Ver- 
anlassung gibt und die Kulturhefe vergiftet, indem sie an den Zell- 
oberflachen absorbiert wird. Wilde Hefen sind gegen die amorphe 
Substanz verhaltnismaBig immun. Die TeilchengréBe dieses un- 
angenehmen Korpers kann bei langsamem Abktihlen und ruhigem: 
Stehen der Wirze zwischen 1 Tausendstel Millimeter und der 
Grenze der Sichtbarkeit schwanken. Sobald aber die Wurze von den. 
Temperaturen, bei welchen sie an diesem K6rper gesattigt ist, was: 
etwa bei 55—60° der Fall ist, bewegt wird, lagern sich die kolloid’ 
dispersen Teilchen zu gréberen Komplexen aneinander. Diese Be- 
wegung kann z.B. durch Durchleiten eines kraftigen Gasstromes: 
durch die Wtirze oder durch mechanische Erschtitterungen in der Art. 
des von alten Praktikern schon gekannten Aufdriickens der Wiirze: 
erreicht werden. Es kommt bei diesem AusscheidungsprozeB darauf 
an, da man die Keimbildungsgeschwindigkeit und die Wachstums- 
geschwindigkeit der amorphen Teilchen in ein giinstiges Verhalt- 
nis zueinander bringt. Kiihlt man langsam in Ruhe ab, so ist die 
Keimbildungsgeschwindigkeit eine groBe, aber die Teilchen bleiben 
klein und kolloid dispergiert. Sorgt man fiir Bewegung zur Zeit der 
Keimbildung, so wachsen die Teilchen zu groBen Komplexen heran 
und koagulieren miteinander zu makroscopisch sichtbaren Fléckchen. 
Eine Nachpriifung der Brown’schen Befunde erfolgte in neuester Zeit. 
durch Shimwell, Kirkpatrick und Baylis (1911). Es wurde festgestellt, 
daB die Zusammensetzung der Wiirze in einer noch nicht tiberblick- 
baren Weise einen EinfluB auf die Ausscheidung der Kiihltriibung 
ausubt. Es gibt zwei Typen von Wiirzen, solche, die bei langsamer 
und solche, die bei schneller Abkuhlung die beste Bruchbildung 
zeigen. Beim langsam kihlenden T'yp ist die Bewegung hinderlich,, 
beim schnell kiihlenden Typ dagegen sehr foérderlich, manchmal 
uberhaupt zur Flockung der Kuhltribung unbedingt nétig. Beim 
langsam kiihlenden Typ erwies sich ein hdherer Gipsgehalt der 
Wurze als bruchbegiinstigend. Die -kritische Kuhlgeschwindigkeit, 
d. h. die Zeit, die beim Abkiihlen der Wiirze von 60 auf 20° erforder- 
lich ist, um zu einer flockigen Ausscheidung der Kuhltriibung zu 
fuhren, kann bei den einzelnen Wiirzen zwischen weniger als 3 Se- 
kunden bis zu 40 Sekunden betragen. 

H.T. Brown sprach bereits die Vermutung aus, daB es sich bei der 
Kuhltriibung um eine Verbindung von einem EiweiBkérper mit 
Gerbstoff handelt. In der Folgezeit hatte man diese Vorstellung, 
ohne daB® sie eigentlich bewiesen war, in der Literatur dauernd iiber- 
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nommen. Erst Hartong (192 und loc. cit. 187) und Enders (193) haben 
in neuerer Zeit die Beweise ftir die Richtigkeit der Brown’schen An- 
sicht endgiltig und tiberzeugend erbracht. Das Charakteristische der 
Kiuhltribung der Wirze und auch der KAltetriibung des Bieres ist 
ihre Reversibilitat, das heiBt, sie verschwindet wieder, wenn das 
System auf héhere Temperaturen gebracht wird. Kein reiner EiweiB- 
k6rper zeigt diese Eigenschaft, wohl aber die verschiedensten EiweiB- 
k6rper und einige hédhere Abbauprodukte, wie die aus dem Edestin 
entstehenden Globulosen, wenn sie in Verbindung mit Gerbstoffen 
treten. Die Kihltrubmenge ist von verschiedenen Faktoren in 
hohem Mafe abhangig. . 

Enders untersuchte mit Hilfe einer quantitativen, nephelometrischen 
Methode in einer ausftihrlichen Arbeit die verschiedensten Faktoren, 
welche auf die Menge der Kiuhltriibungsstoffe Einflu8 besitzen. 
Hoherer Stickstoffgehalt des Malzes bedingt eine Erhdhung der 
Kuhltriibungsmenge, was in Ubereinstimmung mit dhnlichen Be- 
funden von Jakob (loc. cit. 183) steht. Von gro®em Einflu8 ist die 
Lésung des Malzes, wofiir folgende Tabelle spricht: 


Stadium Kiuhltriibungs- 

Punkt Menge 
2. Keimtag 50° , 49,5 
3. 7 40°? 25,0 
iia Gage 50M eS 24,0 
at, e: 45° 24,5 
24 Std. obere Horde 44° 20,5 
vor Beginn d. Ausdarrens 43° 17,0 
fertiges dunkles Malz — 34° 8,5 
Briihmalz 25° 2,5 


Daraus geht hervor, daB mit fortschreitender Lésung des Malzes die 
Kiihltrubmenge sehr erheblich abnimmt und daf auch das Darren 
sie noch einmal herabsetzt. Ein sehr stark geléstes Briihhaufenmalz 
zeichnete sich durch eine sehr geringe Kuhltrubmenge aus. 

Feineres Schrot liefert etwas mehr Kihltrub als gréberes Schrot. 
Infusionsverfahren geben kiihltrubreichere Wirzen als Koch- 
maischverfahren, je mehr Maischen gekocht werden, desto geringer 
wird die Kiihltrubmenge. Die Kiihltrubmenge sinkt mit fallender 
Wiirzekonzentration, gleichzeitig verschiebt sich der Kihltribungs- 
punkt zu niedrigeren Temperaturen. Mit fallender Konzentration 
der Nachwiirzen sinkt die Kiihltrubmenge, jedoch zeigen die Nach- 
wirzen, wie Jakob feststellte, nach dem Kochen mit Hopfen nahezu 
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den gleich hohen Kiihltriibungspunkt, wie mit Hopfen gekothte 
Vorderwirze. Kochen der Wtirzen ohne Hopfen verringert die Kiihl- 
trubmenge umsomehr je linger gekocht wird. Das Kochen mit Hop- 
fen erhéht sehr stark die Kiihltrubmenge und zwar um so mehr, je 
mehr Hopfen gegeben wird. Dabei erweist sich das nach Extraktion 
der Bitterstoffe zurtickbleibende Hopfenstroh als die Hauptquelle 
der Triibungsverursachung, woraus geschlossen werden kann, daB 
der Hopfengerbstoff fiir die Vermehrung der Kihltriibung verant- 
wortlich zu machen ist. 

Malzspelzen geben bei einem Infusionsmaischverfahren, bei wel- 
chem nicht gekocht wird, keine kiihltriibenden Stoffe an die Wiirze 
ab. Erst durch das Kochen der heiBfiltrierten Wiirze mit Spelzen 
werden aus den letzteren Kiihltriibungsstoffe herausgeholt. 


Die gebildete Kiihltriibungssubstanz wird aber andrerseits durch 
langeres Kochen der Wiirze wieder vermindert, sodaB nicht aliein 
der kihltrubvermehrende EinfluB des Mitkochens der Spelzen ftir 
die Kihltrubmenge der fertigen Wiirze verantwortlich ist. 


Auch. hier muB man im Spelzengerbstoff den AnlaB fur die Bildung 
der Kuhltriibungsstoffe erblicken. Der Gerbstoff hat aber nicht 
nur in der Spelze, sondern auch in der darunter liegenden Samen- 
haut. seinen Sitz. Daraus erklart sich die Tatsache, da®B auch ein 
von seinen Spelzen befreites Malz beim Maischen, wenn auch in 
verringertem Mafe, -kaltetriibe Wiirze liefert. Nacktgerste gibt 
Wurzen von wesentlich geringerer Kuhltriibung als bespelzte Ger- 
sten. Auffallend hohe Kuhltribungen liefern trotz Fehlens der - 
Spelzen die Weizenmalze. Es scheinen also individuelle Verschie- 
denheiten bei den einzelnen Getreidearten vorzuliegen. Dasselbe 
ist der Fall bei den Gerstenmalzen. Eine Untersuchung von 10 
Malzen, die nach einem Infusionsverfahren gemaischt worden 
waren, lieferte in den Wiirzen Kuhltriibungsmengen von 18,1 bis 
55,0, die nicht mit Unterschieden der Losung erklart werden kén- 
nen, sondern auf individuelle Verschiedenheiten der Gersten, be- 
dingt durch Sorte, Provenienz, Klima usw. zuruckzuftihren sind. 
Diese individuellen Verschiedenheiten kénnen groBer sein, als die 
Faktoren, welche bei verschiedener Verarbeitung die Kiihltrub- 
menge beeinflussen. Da moglicherweise die trubungsbildenden 
Kigenschaften vererbbar sind, lohnt es ‘sich, bei der Gerstenztich- 
tung darauf das Augenmerk zu richten. 


Nachdem alle Versuche immer wieder darauf hindeuteten, daB die 
Kuhltriibung durch das Zusammenwirken von EiweiBstoffen und 
Gerbstoffen aus Malz und Hopfen zustande kommen, konnte En- 
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ders den endgiiltigen Beweis fiir die Richtigkeit dieser Vorstellung 
dadurch erbringen, daB er an Modellversuchen mit verschiedenen 
malzeigenen und malzfremden EiweiBstoffen und Tannin oder 
Hopfengerbstoff die an der Kihltriibung der Wiirze und an der 
Kaltetribung des Bieres beobachtete Reversibilitat mit fallender 
und steigender Temperatur vollauf reproduzierte. Fiir die Menge 
der gebildeten Triibung ist die Konzentration der Komponenten 
von wesentlichem Einflu8B, wahrend die Konzentration der Wiirze 
als solche sich ohne Einflu& erweist. 


Wahrend Gelatine-Gerbstofflésungen eine auffallende, charakteri- 
stische Abhangigkeit ihrer Léslichkeit vom pH aufweisen (Opti- 
mum der Instabiltat im isoelektrischen Punkt), und das System 
Leucosin-Hopfengerbstoff noch eine schwache pH-Abhangigkeit 
der Loslichkeit (maximale instabilitat bei pH 4,6) besitzt, zeigt das 
Edestin kaum mehr eine solche. Das stimmt mit der von Fink und 
Riedel (193) gefundenen Tatsache iiberein, daB das System Wiirze- 
Hopfengerbstoff eine auffallende Unabhangigkeit der Nieder- 
schlagsmenge vom pH aufweist. 


Die Triibungsintensitéat der EiweiSgerbstoffverbindungen wird 
durch Luftsauerstoff durchwegs erhoht und die Ausflockung ver- 
mehrt und zwar gilt das sowohl ftir Systeme, an welchen Tannin 
als auch fiir solche, an welchen Hopfengerbstoff beteiligt ist. Diese 
Erscheinung erklart sich damit, da8 der Luftsauerstoff den Gerb- 
stoff in Phlobaphen tberftihrt, wodurch die reversibel loslicne 
Ka4ltetriibung in die unldsliche Oxydationstriibung tibergeht. (siehe 
hiezu besonders E. Helm 194). 


Von praktischem Interesse sind noch die Befunde, welche Enders 
(195) tiber die Kitthltrubmengen an 22 Betriebswiirzen feststellte. 
Sie schwankten in dem auBerordentlich weiten Bereich von 15,0 bis 
35,0. Wenn es auch noch nicht méglich ist, aus diesen erheblichen 
Schwankungen technologische Schltisse zu ziehen, so regen die Be- 
funde doch dazu an, daB man sich mit dem auch heute noch nicht 
klar zu tiberblickenden und eindeutigen Problem des Kthltrubes 
eingehender in Zukunft befassen moge. 


Im Laufe der bisherigen Ausfiihrungen wurde wiederholt darauf 
hingewiesen, daB die Kiihltriibung im Wesentlichen aus einer 
Protein-Gerbstoffverbindung besteht und da diese Ansicht einer- 
seits durch die analytischen Befunde Hartongs und die Modellver- 
suche von Enders gesichert sei. Aus den Versuchs-Ergebnissen der 
beiden Autoren geht weiterhin- hervor, da8 zwischen der Kuhl- 
triibung der Wiirze und der Kéaltetriibung des Bieres in ihren 
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Eigenschaften so groBe Ahnlichkeit besteht, da am -genetischen 
Zusammenhang beider nicht zu zweifeln ist. In neuester Zeit ist 
es dem mehrfach erwahnten schwedischen Forscherkreis gelungen, 
groBere Mengen von Kaltetriibung aus Bier zu isolieren und sie 
mit chemischen und physikalisch-chemischen Methoden zu analy- 
sieren. Die Befunde, tiber welche Sandegren (4) berichtet, haben, 
um es vorweg zu nehmen, das Ergebnis gezeitigt, daB die Kalte- 
trubung eine Verbindung von Gerbstoff mit Globulinkomponenten 
darstellt; ein weiterer endgtiltiger Beweis fiir die von Hartong und 
Enders bereits auf anderen Wegen gezogene SchluBfolgerung. Bei 
der nunmehr bewiesenen Ubereinstimmung des chemischen Auf- 
baues von Kuhltribung der Wiirze und K§ltetriibung des Bieres 
erscheint es zweckmaBig die letztere nach der analytischen Seite 
hin in diesem Abschnitt zu behandeln. 


Die Versuche der schwedischen Forscher bestanden zundchst darin, 
die Kaltetriibung des Bieres in Substanz zu isolieren. Zu diesem 
Zwecke wurden 100hl 8%iges Bier vom Pilsner Typ der Miinchen 
Bryggery in Stockholm bei einer Temperatur von + 2°C und einem 
Durchsatz von 14h] in der Stunde zentrifugiert. Das so geklarte 
Bier wurde dann 8 Tage lang bei 0°C gelagert und unter Auf- 
rechterhaltung dieser Temperatur erneut zentrifugiert, wobei_ die 
Separierungsgeschwindigkeit nun auf 10 hl/h herabgesetzt wurde. 
Aus dem Separator wurden einige 50g Kaltetriibung gewonnen, 
mia einem Trockensubstanzgehalt von 23,4%, entsprechend 116mg 
Kaltetrtiibungstrockensubstanz im Hektoliter. Spater konnte die 
Methode so verbessert werden, daB bis zu 250 mg je Hektoliter an 
Ausbeute erhalten wurden. Das von der Kaltetriibung befreite 
Bier war bedeutend unempfindlicher gegen Kadlte, durch Zusatz 
kleiner Mengen der isolierten Trubungssubstanz wurde es wieder 
empfindlicher. 


Der Stickstoffgehalt der Trubungstrockensubstanz betrug 9,6—10% 
oder ca. 60-62% Protein. Nach dem Vorgang von -Hartong (192) 
lieB sich mit Hilfe von Azeton der Gerbstoff vom Protein ab- 
trennen und als solcher nachweisen, jedoch war eine quantitative 
Trennung beider Komponenten nicht zu erreichen. Lésungen. der 
Kaltetribung in Azeton-Wasser oder Aethylenglycol - Wasser- 
mischungen wurden in der Ultrazentrifuge untersucht. Die gefun- 
dene Sedimentationskonstante von 4 entspricht einem Molekular- 
gewicht von etwa 40000. Um festzustellen, in welchem Verhidltnis 
Tannin und Protein in der Kaltetriibung enthalten sind, stellte 
Danielsson mit definierten Proteinen mit einem Mol.-Gewicht von 
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30 000 einige Versuche an. Sie wurden bei pH 5 mit Tannin gefallt, 
die Fallungen abzentrifugiert und in Pufferlosungen von pH 9 
gelost. Bei Versuchen in der Zentrifuge wurden Sedimentations- 
konstanten erhalten, welche um etwa 30% hoéher als die der ent- 
sprechenden Proteine waren. Der Stickstoffgehalt von 1 g der 
Tannin-Proteinverbindung wurde zu 60—65% desjenigen eines 
Grammes der entsprechenden Proteine gefunden. .Daraus ergibt 
sich ein Tanningehalt von 35—40%. Daraus wiederum kann man 
schlieBen, daB die Proteinkomponente der KAltetriibung eine Sedi- 
mentationskonstante von ungefahr 3, entsprechend einem Mol.-Ge- 
wicht von ~ 30000 besitzt. 


Die Frage, ob hauptsdchlich das Spelzen- oder Hopfentannin an 
der Kaltetriibung beteiligt ist, l4Bt sich noch nicht mit Sicherheit 
beantworten. Es werden wohl alle beide daran teilnehmen. DaB8 
der Spelzengerbstoff aber mitbeteiligt ist, l4Bt sich daraus schlieBen, 
daB ein ohne Hopfen bereitetes Bier ebenfalls kalteempfindlich ist. 
Da andererseits leicht nachgewiesen werden kann, daB eine Wiirze 
durch das Hopfenkochen ein Bier mit gesteigerter Kalteempfind- 
lichkeit liefert, ist die Folgerung berechtigt, da sowohl Spelzen- 
als Hopfengerbstoff im Verein mit Globulosen die Kaltetriibung be- 
dingen. : 

AuBer Tannin und Protein wurden in der Kaltetriibung noch 3,4% 
Kohlehydrat, als Dextrose auf Triibungstrockensubstanz gefunden. 
Unter der Annahme, daB der 35—40% betragende Tanningehalt 
der K§Altetriibung von einer Pentadigalloyl-dextrose herstammt, 
wiirde sich daraus ein Dextrosegehalt der Kaltetriibung von 3,5 bis 
4% )berechnen, was jedoch vorerst speculativ ist, da die Natur des 
Tannins nicht genau bekannt ist. Jedenfdlls enthalt die Kalte- 
triibung keine oder nur sehr geringe Mengen hoher molekularer 
Dextrine. 

Es blieb nun noch der Nachweis zu ftihren tbrig, ob die Kalte- 
triibung sich von einer der Globulinkomponenten herleite. Zu 
diesem Zwecke behandelte Sdverborn normal kalteempfindliches 
Bier mit Bentonit (Tonerdesilikat), welches die Kaltetriibung nach- 
gewiesenermafen restlos adsorbierte. 

Solches mit Bentonit behandelte Bier wurde mit*einer LOsung von 
p-Globulin aus Gerste versetzt, welche durch Kochen des Globulins 
in etwas mit Bentonit behandeltem Bier erhalten war. Nach ein- 
stiindigem Riihren, Klarfiltrieren und mehrstiindigem Kiuhlen trat 
die Kaltetriibung in typischer Weise auf, verschwand beim Er- 
warmen, um beim Abkiihlen wieder zu erscheinen. 
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Wurde der Versuch mit den a + y-Globulinen anstatt des /-Glo- 
bulins durchgeftihrt, so trat zwar auch eine KAltetriibung auf, je- 
doch zeigte diese infolge Nichtreversibilitat einen anderen Typ. Die 
Kaltetriibung auf Basis 6-Komponente war auf erst fein dispers 
und sedimentierte nicht, wahrend a+ y-KAaltetriibung flockig war 
und rasch sedimentierte. Aus allem kann somit als wahrscheinlich 
vermutet werden, da die Abbauprodukte des 6-Globulins die Ur- 
sache der Kaltetruibung darstellen. . 
Ein weiterer Faktor untersttitzt diese Annahme. Die in der Kalte- 
trubung enthaltenen Proteine haben den hohen Schwefelgehalt 
von 1,9—2,0%, wa&hrend nach Osborne Gerstenalbumin 1,41. und 
Hordein nur 0,83% Schwefel enthalten. Uber das Gerstenglobulin 
macht Osborne zwar keine. Angaben, jedoch gibt er den Schwefel- 
gehalt von Weizen- und Maisglobulin mit 0,69 und 0,86% an. Die 
Bestimmung des Schwefelgehaltes der Globulinkomponenten ergab 
nun fiir die 6-Komponente 1,94%, wa&hrend a+ y-Komponente nur 
1,6% enthielten. Auch damit ist eine’ Stiitze fiir die Beteiligung 
der 6-Globulinkomponente an der KAltetriibung zu erblicken. 

Der hohe Schwefelgehalt deutet auf die Méglichkeit des Vorkom- 
mens von schwefelhaltigen Aminosduren, wie Cystein mit oxydier- 
baren Sulfhydrylgruppen hin. . 

AuBerdem wurde in der Kaltetriibung noch 0,3% Asche gefunden, 
die 46% Cupri- und 17% Ferrioxyd enthielt, wahrend der Rest aus 
Phosphorpentoxyd bestand. Moglicherweise spielen diese Metalle 
eine katalytische Rolle bei der Oxydation der Kaltetriibung, welche 
mit Hilfe der Sauerstoffadsorption in der Warburgapparatur ver- 
folgt wurde. Die Sauerstoffadsorption ist zundchst sehr gering, sie 
Steigt aber ganz auBerordentlich an, wenn die Tribung mit U. V.- 
Licht ejner Quecksilberlampe bestrahlt wird. Ohne die Bestrah- 
lung setzt der Anstieg der Sauerstoffadsorption erst spdter ein, so- 
da8 die Bestrahlung einen katalysierenden Effekt ausiibt. Die Ver- 
haltnisse gleichen dem Verhalten von Bier bei Feststellung seiner 
Oxydationsstabilitat, die man durch Schiitteln von pasteurisiertem 
Bier und Messen seiner Tribung in bestimmten Zeitintervallen 
ausfuhrt. Auch bei solchen Versuchen zeigt sich eine Inkubations- 
periode, wahrend welcher die Tribung nicht zunimmt, um dann 
nach Verlauf von z. B, 17 Tagen rapid anzuwachsen. Aus der Praxis 
ist bekannt, daB der Einflu® der Belichtung die Zeit des Auftretens 
der Oxydationstriibung abkiirzt. Wie Helm (1936) zeigte, ver- 
ringert Luftsauerstoff die Kaltestabilitat des Bieres, soda8 man an- 
nehmen darf, daB die K4ltetriibung die Substanz darstellt, welche 
nach der Oxydation die Trubung im Bier bildet. 
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Die hier ausfiihrlich referierten neuesten Ergebnisse des schwedi- 
schen Forscherkreises haben somit unsere Kenntnisse iiber die 
K4ltetriibung in erfreulicher Weise vertieft und zugleich eine Be- 
statigung fiir die von anderen Forschern, vornehmlich Hartong, 
Helm, Enders, gefaBten Vorstellungen iiber die Kaltetriibung ge- ° 
bracht, die von diesen zum Teil auf ganz anderen experimentellen 
Untersuchungen fundiert worden waren. 


Es darf hier, um den verdienstvollen Arbeiten Hartongs (192) ge- 
recht zu werden, noch auf Modellversuche eingegangen werden, 
die ihn zu den heute giiltigen Vorstellungen iiber die Kaltetriibung 
brachten. 


Gerste wurde mit 5%iger Kaliumsulfatlésung extrahiert, das Filtrat 
mit Azetatpuffer auf pH 4,6 gebracht und durch Kochen das Al- 
bumin auskoaguliert. Das vollig klare Filtrat des Koagulums wurde 
mit 30ccm gesattigter Ammonsulfatlésung je 100ccm Filtrat aus- 
gesalzen und damit die Globulosefraktion von anderen N-Verbin- 
dungen isoliert. Die Aussalzung wurde nach Absaugen in 0,01 mol. 
Phosphatpuffer von pH 5,5 enthaltend 10% Glukose geldst. Diese 
kiinstliche Wiirze zeigt keine Koagulation beim Kochen und 
keine Triibung beim Abkiihlen, obwohl sie ein natiirliches Ger- 
sten-Protein von hohem Molekulargewicht enthalt und beim Schiit- 
teln dicken, festen Schaum gibt. Diese kiinstliche Wiirze wurde mit 
wasserigem Hopfenextrakt aus mit Aether vorextrahiertem Hopfen 
gekocht. Dieser Hopfenextrakt enthielt also nur die wasserléslichen 
Gerbstoffe, jedoch keine Bitterstoffe. Beim Kochen blieb die Lésung 
klar, bei langerem Kochen trat geringfiigige Koagulation ein, welche 
auf eine Oxydation der Protein-Tanninverbindung zurtickgeftihrt 
wird. Nach Abfiltrieren zeigte die blanke Losung beim Abkthlen 
die wohlbekannte Opaleszenz, die bis zum andern Tag ein milchig- 
triibes Aussehen angenommen hatte. Beim Erwarmen trat wieder 
klare Loésung ein. Die SchluBfolgerung Hartongs war: Eine albu- 
minfreie Lésung der Gerstenglobulose liefert beim Hopfenkochen 
die Kihltriibung. Der lange Zeit schwierige Nachweis der zweiten 
Komponente, des Gerbstoffes gelang Hartong (192, 196) durch den 
Kunstgriff, die oxydierte Form des Gerbstoffs durch Natriumbisul- 
fit zu reduzieren und diesen dann aus dem Koazervat mit dem 
Protein mit Hilfe wasserigen Acetons zu extrahieren. Die so erhal- 
tene Gerbstofflosung gab einwandfrei mit Ferrichlorid die ftr 
Hopfengerbstoff charakteristische Griinfarbung. 
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Hartong (196) hat auf Grund kolloidchemischer von Bungenberg de 
Jong (197) entwickelter Vorstellungen auch folgende Theorie uber 
das Zustandekommen der K4Altetriibung entwickelt: 


Der Gerbstoff wird an die kolloiden EiweiBmizellen adsorbiert, wo- 
durch die EiweiBmizellen dehydratisiert, entwassert werden, was 
sich durch Viscositatsmessungen feststellen 148t. Beim Abkihlen 
schreitet die Dehydratation weiter, weil der Gerbstoff das Wasser 
abst6Bt. SchlieBlich werden die Mizellen zu derart konzentrierten © 
Gebilden, daB sich das System in zwei Phasen entmischt. (Kuthl- 
trubungspunkt). Die Kaltetriibung scheidet sich in Form flussiger 
Tropfchen aus, die sich aneinander lagern, indem sie Koazervate 
bilden. Die mikroscopischen Befunde an der Glutentriibung spre- 
chen fiir die geschilderte Art ihres Entstehens. Hartong hat durch 
zahlreiche Versuche experimenteller Art die Richtigkeit seiner 
Theorie zu stiitzen versucht.und insbesondere auch die Reversibili- 
tat der Kiuhltriibung als eine Folge der Rehydratation und der De- 
sorption des Gerbstoffes bewiesen, worauf hier im einzelnen nicht 
eingegangen werden kann, Zum Thema KaAltetriibung sei noch 
auf eine eben erschienene Ver6ffentlichung von W. Piratzki in 
»Die Brauerei“ 2. 33.1948 (Berlin) verwiesen. 


Nach dieser allgemein und vorwegnehmenden Behandlung der 
Kaltetriibung des Bieres und der Kiihltriibung der Wiirze miissen 
wir nun nochmals auf die letztere kurz zuriickkommen. 


Mit der Ausscheidung der Kiuhltriibung aus der Wiirze geht auch, 
wie Kolbach und Wilharm (165) zeigten, eine Verminderung des 
koagulierbaren Stickstoffs der Wiirze einher. Zwischen heiBfiltrierter 
Ausschlagwiirze und Anstellwiirze ergaben sich folgende Unter- 
schiede im koagulierbaren N.: 


Ausschlag- Anstell-Wtirze Abnahme beim Kiihlen 
De 1,70 0,82 
2,95 1,82 1513 
2,66 1,68 0,98 . 


Die Abscheidung von rund 1 mg koagulierbaren Stickstoffs waih- 
rend des Kiuhlens ist gréBer als eine Verlangerung der Kochdauer 
der Wiirze von z. B. 60 auf 112 Minuten mit sich brachte (0,56 mg). 


Der Einflu8 der Bewegung wahrend des Abkiihlens konnte dadurch 
aufgezeigt werden, daB Ausschlagwtirze einmal ruhig iiber Nacht 
auf 4,5° abgekithlt und das anderemal normal tiber den Kuhlapparat 
abgektihlt wurde. 
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Versuch 2 Versuch 3 


a) Ausschlagwiirze 2,95 2,66 
0,64 0,54 
b) ruhig- gektihlt 2,31 2,12 
0,49 0,44 
c) Anstellwtirze 1,82 1,68 


Den Unterschied zwischen b und c darf man auf die butternde Wir- 
kung zurtickftihren, welche beim FlieBen iiber den Kiihler erfolgt. 
Wahrscheinlich werden durch die butternde Bewegung schwerer 
abscheidbare und, gefahrlichere Stoffe (amorphe Substanz) zur Ab- 
scheidung gebracht. Damit ware nach Kolbach und Wilharm auch 
die Méglichkeit gegeben, die Wirkung von Kihlschiff und Kithl- 
schiffersatzapparaten auf die Kiihltrubausscheidung durch analy- 
tische Bestimmung des koagulierbaren Stickstoffs zu verfolgen 
und zu beurteilen. 


Bei der Bedeutung des Kiihltrubes als Muttersubstanz ftir Kalte- 
und Oxydationstriibung des Bieres ist die mdglichst restlose Ab- 
scheidung desselben aus der Wtirze empfehlenswert. Auf die tech- 
nologischen MaBnahmen, die diesem Ziele dienen, sei im Rahmen 
dieser Ausfiihrungen nur mit ein paar Stichworten hingewiesen: 
Aufkriicken der Wiirze am Kiihlschiff bei Temperaturen von ca. 60° 
abwarts; Wellenbewegung durch Sterilbeliiftung der Kuthlschiff- 
wiirze; Adsorption des Kiihltrubes durch Heifitrub im Nathan- 
schen TrubabsatzgefaB oder nach dem Greinerschen Verfahren, 
Zentrifugieren der Wiirze; Tiefktthlung der Wiirze und Filtration; 
Behandlung mit Adsorptionsmitteln. 


e)Zusammensetzung der Wurze. 


Von stickstoffhaltigen Verbindungen kommen in der Wiirze in sehr 
geringer Menge genuine, koagulierbare Eiweifistoffe vor. Die tiber- 
wiegende Menge der Stickstoffsubstanzen werden von Eiweifabbau- 
produkten gebildet, welche ihrem Typ nach héhere und niedere 
Polypeptide (friiher Albumosen und Peptone genannt) darstellen. 
Auch freie Aminosduren und Amide, ferner Betain und Cholin 
kommen in geringer Menge in der Wiirze vor. Ein geringer Teil der 
Stickstoffkérper tritt als EiweiBgerbstoffverbindungen auf. Zu den 
stickstoffhaltigen Substanzen sind ferner noch die beim Darren des 
Malzes und Kochen der Wiirze entstehenden Réststoffe, vor allem 
die Melanoidine, dann Histobasen und f-Alanin, sowie die Vitamine 
B; und Bz, Nicotinsdureamid und Pantothensaure zu zahlen. 
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In quantitativer Beziehung macht der Stickstoff als Eiwei8 berech- 
net (N X 6,25) zwischen 3,10 und 5,6% des Wutirzeextraktes aus. 
Vom Gesamt-Wurzestickstoff sind etwa 

55% an Kohle adsorbierbar 

20—25% durch Tannin fallbar 

20—25% durch Magnesiumsulfat fallbar 

33% durch Uranylazetat fallbar 

30% formoltitrierbar 

45—50% durch Hefe assimilierbar. 


etwa 9 bis 11% des formoltitrierbaren Stickstoffs liegen als Am- 
moniakstickstoff vor. 


100 ccm 12%ige Anstellwiirze enthalten noch etwa 1—2 mg koagu- 
lierbaren Stickstoff. 
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D. Die Giarung 


a) Allgemeines tiber die Bedeutung des Stick- 
stoffs fir den Stoffwtchsel der Hefe. 


Wie ftir die héheren pflanzlichen und tierischen Organismen, so ist 
auch fiir die Hefezelle eine Versorgung mit Stickstoff unerldBlich. 
Wahrend die Kohlehydrate in der Hauptsache im Betriebs- 
stoffwechsel zur Erzeugung der Energie fiir die Funktionen 
und Leistungen der Hefe verbraucht werden, dienen die Stickstoff- 
verbindungen in erster Linie im Baustoffwechsel zur Auf- 
rechterhaltung der _dauernd zu Verlust gehenden Zellsubstanz und 
fiir den Aufbau néuer Leibessubstanz bei der Vermehrung der 
Hefe. Beide Stoffwechseltypen sind miteinander enge verknupft 
und mlissen es auch sein, wenn die Hefe funktionstiichtig bleiben 
soll: Max Rubner (198) hat in seinen schdnen, viel zu wenig beach- 
teten Studien tiber den Stoffwechsel der Hefe die Verhaltnisse mit 
folgenden zutreffenden Worten charakterisiert: ,Ohne Nahrung 
schnell der Autolyse unterliegend, kann sie (die Hefe) ihre freie 
Existenz in N- freien, aber garfahigen Medien nur Uber eine enge 
Spanne Zeit hin ausdehnen, sie geht dann zugrunde, Leben 
ohne Stickstoff ist nur eine Episode im sonsti- 
gen Kreislauf ihrer Existenz”. 


Der Stickstoff in der Hefe unterliegt einer Abntitzung, die um so 
groBer ist, je stiirmischer der Stoffwechsel verlauft. Kann die Hefe 
Gen zu Verlust gehenden Stickstoff nicht mehr ersetzen, dann stellt 
sie zunachst ihre Vermehrungsfahigkeit ein und behalt noch mehr 
oder minder lange Zeit ihr Garvermégen, verliert dabei aber weiter 
Stickstoff, wobei die Garleistungen von Tag zu Tag geringer, die 
Hefe immer trager wird. Rubner, der als Ma8 der Energieleistung 
die produzierten Kalorien betrachtete fand bei einer derartigen, 
sich an Stickstoff allmidhlich erschépfenden Hefe beispielsweise 
folgende Verhaltnisse: 
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1 g Stickstoff in der Hefe erzeugt in 24" cal. 
i vy 3. 4. 5. 6. Tag 
Dont tae el Dye Lane 9,3 7,9 7,4 


Der Stickstoff der Hefe unterliegt somit einer ,,Abniitzungsquote“, 
die umso groéBer ist, je intensivers der Stoffwechsel verlauft. In 
neuerer Zeit konnte V. Hartelius (199) die Ergebnisse Rubners be- 
statigen, indem er fand, daB in Perioden intensivsten Wachstums 
die N-Aufnahme und Abscheidung durch die Hefe am groften ist. 


Diese nur kurz orientierende Einfiihrung sollte von allgemeinen 
Gesichtspunkten die Bedeutung des Sfickstoffs im Hefeleben skiz- 
zieren. Das Gebiet ist derartig vielseitig und umfangreich, da sich 
damit ein eigenes Buch fiillen lassen wiirde. Hier bleibt im Sinne 
unserer Studie deshalb nur eine Beschrénkung auf den Wandel, den 
die Proteine und Stickstoffverbindungen im Verlauf der Gadrung er- 
fahren, soferne man nicht ins UnermeBliche und Uferlose geraten 
wollte. 


1,.Die Stickstoffquellen undihre Assimilier- 
barkeit. & 


Eine Aufnahme des atmospharischen molekularen Stickstoffs durch 
die Hefe kommt praktisch nicht in Frage, obgleich friiher schon 
Fulmer und Christensen (200) und neuerlich Schanderl (201) auf 
eine solche Méglichkeit hinweisen. Dagegen ist der Ammoniak- 
Stickstoff fiir die Hefen eine sehr gut verwertbare Stickstoffquelle, 
wie seit langem bekannt und erneut von Pirschle (202) in umfang- 
reichen Versuchen festgestellt wurde. Von den Ammoniumsalzen 
wirken jene der organischen Sauren (Essigsaure, Milchsaure), ferner 
das Karbonat und Bikarbonat besonders gunstig, weil beim Verzehr 
des Ammoniaks eine schwache Sdure oder aber die gasformig ent- 
weichende Kohlensaure in Freiheit gesetzt wird, wahrend beim Am- 
monchlorid und Sulfat freie Salz- und Schwefelsdure entstehen, die 
zu einer das Hefewachstum limitierenden Aziditat (pH unter 3—4) 
Veranlassung geben. Auch das 2 basische Ammonphosphat erweist 
Sich mit Riicksicht auf die starke Pufferung der Phosphorsdure 
gunstig. Nitrate erweisen sich als wenig vorteilhafte N-Quelle, weil 
sie durch lebende Hefe zum schddlichen Nitrit reduziert werden. 
Die intermediare Entstehung von Nitrit fiihrt nach W.u. F. Win- 
disch (203) zur Degenerierung der Hefe und zu unangenehmen ge- 
schmacklichen Veranderungen des Bieres, sodaB Brauwassern mit 
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héherem Nitratgehalt Beachtung zu schenken ist. Der Wert des 
Ammonnitrates als Stickstoffquelle steht etwa zwischen dem 
der Ammonsalze und der Nitrate. 


Die bisher aufgefiihrten N-Verbindungen beanspruchen mehr oder 
minder nur theoretisches Interesse, da sie in der Wiirze nicht oder 
wie Ammonsalze oder Nitrate nur in sehr geringen Mengen vor- 
kommen. Unter praktischen Verhdltnissen kommt vielmehr den 
organischen Stickstoffverbindungen ausschlaggebende Bedeutung 
zu. Hier sind es vor allem die Aminosduren, welche von der Hefe 
unter Herausnahme der Aminogruppe in Form von Ammoniak als 
Stickstoffquelle verwertet werden. Man kann auf Grund der Er- 
fahrungen tber die sehr gute Eignung der Verbindungen des Am- 
moniaks behaupten, daB eine organische Stickstoffverbindung um 
so besser sich ftir die Hefe als Stickstoffquelle eignet, je leichter ihr 
Stickstoff von der Hefe in Ammoniak tibergeftihrt wird. 


Der Weg, auf dem der Stickstoff der Aminosauren von 
der Hefe verwertet wird, wurde nach 4lteren, im Prinzip,wohl zu- 
treffenden, aber im Chemismus noch nicht richtig erkannten Vor- 
stellungen F. Ehrlichs von Neubauer und Frommherz (204) und in 
neuerer Zeit von anderen Forschern bestatigten und erweiterten 
_ Versuchen (siehe W. Franke (205) aufgezeigt. 


Darnach geht die Aminosaéure zundchst unter Dehydrierung in die 
Iminosdure tiber, welche ihrerseits unter Reaktion mit Wasser a — 
Ketocarbonsdure und Ammoniak liefert. 


_— 9 


R-CHNH::COOH — “R-C=NH-COOH-+ H:O —»+ R-CO-COOH-+ NHs 


Die Ketosdure wird in bekannter Weise von der Carboxylase in 
Aldehyd und Kohlensaure gespalten. Der Aldehyd geht dann im 
Falle der alkoholischen Gdrung unter Hydrierung in den ent- 
sprechenden Alkohol tber: 


R-CO-COOH — R-CHO+CO:; R-CHO+H: — R-CHOH- 


Im Endeffekt entsteht also aus einer Aminoséure der um einen 
Kohlenstoff armere Alkohol und Ammoniak, welch letzteres von 
der Hefe zum Aufbau ihrer stickstoffhaltigen Protoplasmabestand- . 
teile verwertet wird. 

Folgende Beispiele, zum gréBten Teil einer Veroffentlichung von 
Thorne (206) entnommen, mégen zur Illustration der vorhandenen 
Modglichkeiten dienen: 
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Aminosaure entstehendes Produkt 


Tyrosin Tyrosol 

Tryptophan Tryptophol 
Phenylalanin Phenylaethylalkohol 
Valin Isobutylalkohol 
Leucine ; Amylalkohole 
Alanin Aethylalkohol 


Isobutylalkohol und die Amylalkohole bilden den Hauptbestandteil 
der Fuseléle. Da sie, wie auch die Alkohole mit aromatischem Kern 
(Tyrosol, Tryptophol, Phenylaethylalkohol) durch ihren auch in 
starker Verdiinnung feststellbaren Geruch und Geschmack aus- 
gezeichnet sind, tragen sie zu einem wesentlichen Teil zum Aroma 
und Bouquet vergorener Getranke bei. Je nach der Menge und Art 
der hauptsachlich im Gdrsubstrat vorliegenden Aminosauren wird 
sich das Bouquet jeweils erheblich unterscheiden (Bier, Wein, Rum, 
Arrak), wobei allerdings auch noch andere geschmacksbildende 
organische Verbindungen, ferner die Hefenrasse eine Rolle spielen. 
Die Alkohole kénnen wahrend der Lagerung und Reife der ver- 
gorenen Getranke mit verschiedenen Saduren verestert werden, wo- 
bei die Ester geschmacklich und geruchlich nach starker als die Al- 
kohole sich auswirken. 
Umfangreiche Versuche tiber die Assimilation der einzelnen Amino- 
sduren verdanken wir vor allem Nielsen und Hartelius vom Carls- 
berg-Laboratorium in Kopenhagen. Die umfangreiche Literatur bis 
zum Jahre 1938 findet sich in einem Sammelreferat von Jllies (207) 
verzeichnet und ist auch in neuester Zeit von Nielsen (208) selbst 
zusammenfassend dargestellt worden. 


Von den danischen Forschern wurden 45 reine Aminosduren aller 
Typen untersucht und dabei besonders auf die IsomerieverhAltnisse 
geachtet. Ein Vergleich der optisch aktiven mit den razemischen 
Aminosauren ergab, daB mit ganz geringen Ausnahmen nur eine 
optische Antipode und zwar die natiirlich vorkommende assimiliert 
wurde. Von einer gewissen Lange der Kohlenstoffkette an, war die 
Assimilierbarkeit aufgehoben, z. B. bei der Aminoadipinsaure COOH 
— CHNH: (CH2)s * COOH, ebenso bei der Diaminoadipinsaure, bei 
der Diaminopimelinsdure COOH’ CHNH2(CH2)s 2 CHNH2 * COOH 
und beim Lysin CH2 NH: ° (CH2)s “CH NH2 : COOH. 

Glutaminséure mit 5 Kohlenstoffatomen war dagegen assimilier- 
bar, soda die Autoren die Grenze der Assimilierbarkeit bei einer 
Kette zwischen 5 und 6 C-Atomen anzunehmen glaubten. Da jedoch 
in einer spateren Arbeit V. Hartelius (209) zeigen konnte, da® alle 
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a-Aminomonocarbonsaéure von 2 bis 8 C-Atomen ausgezeichnet 
assimiliert werden, kann die allgemeine Theorie von der Grenze 
der Assimilierbarkeit zwischen 5 und 6 C-Atomen nicht aufrecht 
erhalten werden. 


Moglicherweise spielt bei der Aminoadipin- und Pimelinsdure ihr 
Charakter als Dicarbonsdure die entscheidende Rolle. 


Werden die H-Atome durch Methylgruppen ersetzt, so leidet das 
Aufnahmevermogen, so ist das Sarkosin HOOC’ CH2*’NHCH:; und 
das Dimethylaminoglycocoll HOOC* CH2* N(CHs)2 véllig unassimi- 
lierbar. Substitution am f/-C-Atom z.B. f-Alanin ruft starkste 
Storung hervor. Wird im Alanin die Phenyl- oder Oxyphenyl- 
gruppe eingefthrt, so bleibt die Assimilierbarkeit erhalten, eine 
Steigerung tritt noch ein, wenn die genannten Gruppen durch die 
OH-Gruppe ersetzt werden. Bei Histidin und Tryptophan sind nur 
30 bezw. 50% des Gesamt-N. also nur der Stickstoff der Seitenkette 
assimilierbar. Der Stickstoff des 1-Prolins ist auffallenderweise 
assimilierbar, wahrend der des Oxyprolins nicht assimilierbar ist. 
Die 3 Aminobenzoeséuren werden nicht assimiliert, ebensowenig 
das Threonin a—Amino — / — oxybuttersaure, wahrend das homo- 
loge Serin (a — Amino £ — oxypropionsdure) sehr gut auf- 
genommen wird. Cystein und Taurin werden nicht assimiliert, da- 
gegen sehr gut das Methionin, das fiir die Hefe ein Wuchsstoff ist. 


Von Asparagin- und Glutaminsaure ist der Stickstoff in beiden op- 
tischen Isomeren gleich gut verwertbar. Fur die Glutaminsaure- 
assimilation haben v. Euler, Adler und Steenhoff-Eriksen (210) 
nachgewiesen, daB® der erste Schritt die Dehydrierung durch die 
Glutaminsdiure-Apodehydrase + Codehydrase II ist. Die Glutamin- 
sdure geht iiber die Iminosdure in a-Ketoglutarsdure und _schlieB- 
lich in Bernsteinsdure tiber, wahrend der abgespaltene Ammoniak 
der Hefe als N-Nahrung dient. 


Uber die Assimilierbarkeit von Arginin und Histidin berichten 
Edlbacher und Segesser (211). Es zeigte sich, daB die Assimilierbar- 
keit dieser beiden Aminosduren nur bei Abwesenheit von Ammo- 
niumsalzen gegeben ist. Auch Hartelius fand ahnliche Verhaltnisse 
bei seinen Assimilationsversuchen mit a-Aminosauren, mehrere 
wurden in Gegenwart von Ammonsalzen schlechter assimiliert als 
bei deren Abwesenheit. Daraus geht hervor, dai die Hefe den leich- 
ter assimilierbaren Ammoniakstickstoff vorzieht. Arginin. wird 
quantitativ durch die Arginase in Harnstoff und Ornithin gespal- 
ten, soferne der Sauerstoff abgehalten wird. Beide werden von der 
Hefe assimiliert. Histidin wird von lebender Hefe assimiliert, ohne 


187 


daB Umwandlungsprodukte (Histidol) zu fassen sind. Zum gleichen 
Resultat gelangte auch Keil (212). 

Thorne (212a) stellte in neueren Untersuchungen fest, daB Hefe in 
einem Medium mit 2 Stickstoffverbindungen gewodhnlich einen 
Wachstumszuwachs im Vergleich mit einem Medium mit nur einer 
Stickstoffverbindung aufweist. Gleichzeitig aber findet eine er- 
héhte, bevorzugte Assimilation der geeigneteren N-Verbindung 
statt. Daraus folgerte Thorne, daB ternére N-Gemische noch héhere 
Wachstumswerte als bindre, quaterndre héhere als ternare liefern 
sollten.. Praktisch ergaben binare Gemische einen Zuwachs von 
20% gegeniiber einer N-Verbindung, terndre einen Zuwachs von 
8% gegeniiber bindren und quaternare einen solchen von 5% gegen- 
iiber terndren. Eine Grenze wird etwa bei einer 50%igen Wachs- 
tumssteigerung erreicht, die bei beliebigem. weiteren Zusatz von 
N-Komponenten nicht mehr itiberschritten werden kann. Bei Wurze 
mit ihrer unbekannten, aber grofen Zahl von N-Komponenten ist 
die Gelegenheit zur vollen Wachstumssteigerung der Hefe gegeben. 
Weiterhin beobachtet Thorne, da8B ein Gemisch von Tyrosin und 
Glycocoll einen wachstumshemmenden Einflu8 auf Hefe ausubt, 
und zwar ist dieser EinfluB nur ftir dieses Aminosauregemisch 
spezifisch, da er weder von Tyrosin allein, noch von Phenylalanin 
+ Glycocoll erreicht wurde. Die durch den Zusatz von Glycocoll zu 
Tyrosin hervorgerufene Wachstumshemmung bewegte sich in den 
Grenzen von 0 bis 40%. ' 

Von Peptiden wurden von Nielsen und Hartelius insgesamt 15 auf 
ihre Assimilierbarkeit gepriift, darunter Di-, Tri- und Tetrapeptide 
und zwar mit dem Erfolg, daB die Hefe nicht nur Dipeptide sondern 
auch Polypeptide als Stickstoffquelle zu verwerten vermag, aller- 
dings werden die Peptide langsamer assimiliert als die Amino- 
sauren, auch ist das Wachstum der Hefe deutlich langsamer. Ist in 
einem Peptid eine nicht assimilierbare Aminosadure oder die d-Form 
einer Aminosaure, deren l-Form assimilierbar ist, eingefiihrt wor- 
den, so wird die Assimilierbarkeit des Peptides verhindert oder so- 
weit herabgesetzt, als dem assimilierbaren Teil entspricht. 

Von sonstigen nicht zur Reihe der Aminosaduren gehérenden organi- 
schen Stickstoffverbindungen erwies sich in der Puringruppe nur 
die Harnsaure verwertbar. Guanin, Xanthin und Pyrimidin wer- 
den nicht assimiliert, vom Adenin wird ein fiinftel, also wohl die 
Aminogruppe aufgenommen. Das Guanidin, das vorzuglich assi- 
miliert wird, hat die auffallende Eigenschaft, d4uBerst kleine Hefen- 
zellen hervorzurufen. Auch Allantoin und Harnstoff werden gut 
ausgenutzt. 
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Aus den Versuchen Nielsens geht somit hervor, daB die Hefe den 
niedrig molekularen Stickstoff bevorzugt. Dies beweisen auch Ver- 
suche von Nielsen, in denen er durch Dialyse von Wiirze eine Frak- 
tionierung des assimilierbaren Stickstoffs vornahm. Eine helle 
Wiirze mit 42% des Gesamt-N an assimilierbaren N wurde 4 Tage 
dialysiert. Von der Innenfliissigkeit waren noch 19%, von der 
AuBenfliissigkeit 68% assimilierbar, sodaB also eine Aufspaltung in 
leicht und schwer assimilierbaren Stickstoff eingetreten war. Durch 
Wahl, geeigneter Dialysiermembranen konnte das Verhiltnis der 
beiden Stickstoffarten noch weiter verschoben. und damit der Be- 
weis erbracht werden, dai die Hefe nur den niedermolekularen 
Stickstoff assimiliert. Hat die Hefe die Wahl zwischen Ammoniak- 
stickstoff und Aminosdaurestickstoff, so zieht sie den ersteren vor. 
Manche Aminosdauren, die als alleinige N-Quelle sehr gut assimiliert 
werden, bleiben in Gegenwart von AmmoniakStickstoff unberiihrt 
z.B. Aminocaprylsdure, Glycocoll, Harnstoff und auffallender Weise 
Glutaminsdure. Eine Ausnahme machen dagegen Asparagin und 
Asparaginsaure, die dem Ammoniak-N vorgezogen werden. 

Der niedrigmolekulare organische ‘Stickstoff der Wiirze ist formol- 
titrierbar, er macht etwa 25—30% des Gesamtwiirzestickstoffs aus. 
Im Einzelfall sind davon 70%, im Durchschnitt 50% durch Hefe 
assimilierbar, ein weiterer Beweis dafiir, daB die Hefe in erster 
Linie den niedermolekularen Stickstoff vorzieht DaB nicht der ge- 
samte Formol-N assimilierbar ist, ist nicht verwunderlich, denn 
auch die héheren Peptide, sowie Albumosen und Peptone ‘enthalten 
formoltitrierbaren Stickstoff, der jedoch nicht oder nur langsam 
assimiliert wird. Ebensowenig ist der Stickstoff der hochmole- 
kularen Eiwei®k6érper fiir die Hefe verwertbar. 


2, Wuchsstoffe. 

Beziiglich der fiir die Hefe erforderlichen Wuchsstoffe, von denen 
ein erheblicher Teil Stickstoff enthalt, sei auf eine zusammen- 
fassende Darstellung von A. Janke (213) verwiesen. Es soll hier nur 
ganz kurz das Wichtigste angedeutet werden. 

Die verschiedenen Heferassen verhalten sich im Bedarf an Wuchs- 
stoffen grundverschieden. Es gibt darunter solche wie die wilde 
Hefe Torulopsis utilis, die hinsichtlich der Wuchsstoffe vollig auto- 
troph sind, also ohne Wuchsstoffe in der N&ahrlésung gedeihen, 
weil sie in der Lage sind, die Wuchsstoffe aus Kohlehydraten und 
anorganischen Stickstoffquellen aufzubauen und wiederum andere 
wie die Kulturhefen, welche gegeniiber Wuchsstoffen heterotroph 
sind, sie also als solche oder mindestens in Form von komplizierter 
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gebauten organischen Vorstufen in der Nahrlosung vorfinden mts— 
sen, da sie selbst zur Totalsynthese derselben nicht befahigt sind. 
Kurz zusammengefaBt kommen als Hefenwuchsstoffe folgende in 
Betracht: 

Mesoinosit (Bios I), Biotin (Bios II oder IIB), Aneurin (Vitamin B:), 
Glutaminsaure, /-Alanin und Pantothensdure, gegebenenfalls auch 
Heteroauxin (/-Indolylessigsdure). Dazu kommt noch nach Fulmer, 
Underkofler und Lesh (214) Magnesiumsulfat, das zusammen mit 
Bios II oder Bios I+ II, das Wachstum von Saccharomyces cerevi- 
siae wesentlich befordert. 


Bierwirze, selbst in den bei Kriegsbieren gewoéhnten Konzentratio- 
nen, enthalt genigend Wuchsstoffe. “Die mangelhafte Vermehrung 
der Hefe in solchen Wiirzen ist also nicht auf ein Fehlen von Wuchs- 
stoffen, sondern auf,eine zu geringe Konzentration an Nahrstoffen 
zuruckzufuhren. Das Mitvermaischen von Rohfrucht und vor allem 
Zucker erniedrigt zwar den Wuchsstoffgehalt der Wiirze aber 
niemals in dem Mae, da8 dadurch ein Mangel-an Wuchsstoffen sich 
bemerkbar machen koénnte. Eher ist hier daran zu denken, daB® da- 
durch sich das Verhaltnis von Zucker zu assimilierbarem Stickstoff 
derart verschiebt, daB8 das Wachstum der Hefe herabgesetzt wird, 
besonders wenn die Hefe 6fters hintereinander in solchen Wiirzen 
gefiihrt wird. 

Kine ausgezeichnete® Quelle von Wuchsstoffen stellen die Malzkeime 
dar, weshalb man sie auch mit Vorliebe bei der PreBhefenerzeugung 
zur Erhdhung des Wuchsstoffgehaltes der daran armeren Melasse- 
maische verwendet. 


3. Stickstoffaufnahme durch die Hefe: ERixnvtitus 
der N-Konzentration. 


Wie bereits eingangs dieses Abschnittes D erwahnt, besteht zwischen 
der Intensitét des Stoffwechsels und der GroBe des Stickstoffum- 
Satzes eine Parallelitat. Die Altere Literatur iiber den Stickstoff— 
wechsel der Hefe findet sich bei Iwanoff und Krupkina (215), 

In neuerer Zeit verfolgte Nielsen (216) in einer interessanten Studie 
ae zeitliche Aufnahme des Stickstoffs durch sich vermehrende 
Hefe. 

Tragt man die Stickstoffkonzentration der Hefe in. Abhangigkeit 
von der Zeit graphisch auf, so ergibt sich eine Kurve, die in den 
ersten 10—12 Stunden, also zu einer Zeit, wo die Vermehrung noch 
nicht in Erscheinung tritt, steil ansteigt, dann aber sogleich ebenso. 
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steil wieder absinkt. Das Maximum des dabei erreichten N-Gehaltes 
der Hefe liegt etwa bei 12% der Trockensubstanz, bei einem Aus- 
gangs-N-Gehalt von 8%. Im Stadium der lebhaftesten Vermehrung 
fallt der Stickstoffgehalt der Hefe schnell wieder bis auf die Halfte 
des erreichten Maximums, also auf 6—6,5% ab. Das Minimum wird 


‘ etwa bei 72 Std. erreicht. Zu dieser Zeit erreicht die Trockensub- 


stanzkurve ihr Maximum, die Hefevermehrung ist also beendet. In 
den weiteren 9 Tagen steigt dann der Stickstoff der Hefetrocken- 
substanz wieder bis auf etwa 8% an. 


FaBt man die gesamte Stickstoffmenge ins Auge, die von der Hefe 
aus der Wurze aufgenommen wird, so erhalt man eine bestandig 
ansteigende Kurve, die schlieBlich konstant bleibt, da dem Abfall 
des Stickstoffgehaltes in der Trockensubstanz die Zunahme der ab- 
soluten Hefenmenge entgegenwirkt. Die Abnahme der Trockensub- 
stanz kommt im wesentlichen dadurch zustande, da nicht stickstoff- 
haltige Reservestoffe, mit denen sich die Hefe anfanglich an- 
gereichert hatte, dissimiliert werden, sodaf der Stickstoffgehalt 
ansteigen mu. Daf die Stickstoffaufnahme der Hefe vor der 
eigentlichen Vermehrung mit dem folgenden Wachstum in funk- 
tioneller Beziehung steht, ist damit beweisbar, dafB eine z. B. in- 
folge Wuchsstoffmangel trotz reichlichem Stickstoffangebot nicht 
wachsende Hefe auch keine Stickstoffanreicherung erfahrt. 

Die Hefe nimmt also die Hauptmenge des Stickstoffs bereits in sehr 
friihen Stadien vor ihrer’ kraftigen Vermehrung und Garung auf. 
Dies hat auBer den genannten Forschern schon sehr frih M. Hay- 
duck (217) gefunden und Mohr (218) bestatigt, wie folgende Uber- 
sicht zeigt. 

von Hefe aufgenommener N 


Angestellte Maische Fo 
Beginnende Hauptgarung 33,0% 
Beendete Hauptgarung 35,4% 
Vergorene Maische 36,1% 


Bei beginnender Hauptgarung hat aber die Zellvermehrung bereits 
ihr Ende erreicht, weitaus die Hauptmenge des Stickstoffs war in 
dieser Zeit bereits aufgenommen worden. 


Hartelius (239) stellt in neurer Zeit ebenfalls fest, dafi die Hefe in 
Perioden des intensivsten Wachstums am meisten Stickstoff auf- 
nimmt, aber auch abgibt. d.h. daB der Stickstoffumsatz von der 
Stoffwechselintensitat abhingt. Die Abnahme der N-Ausscheidung 
mit Fortschreiten der Gdrung ist auf eine Ansammlung von Sauren 
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im Nahrsubstrat zurtickzufiihren, denn ein Zusatz von Saure zur 
Nahrlésung fiihrt in Ubereinstimmiung damit zu einer Verminde- 
rung der N-Ausscheidung. Zunehmender Wuchsstoffgehalt ernied- 
rigt die N-Ausscheidung. 

Was die Aufnahme des Stickstoffs unter dem Einflu8 von Wuchs- 
stoffen anbelangt, so haben hieriiber in neuerer Zeit Nielsen und 
Dagys (cit. bei Nielsen (208)) Versuche mit f-Alanin als Wuchsstoff 
angestellt. Als Stickstoffquelle ist das f-Alanin ungeeignet, sein 
Stickstoff wird nicht verwertet, trotzdem aber werden die geringen 
Mengen f-Alanin, die in der Wiirze z.B. vorhanden sind (0,5 y in 
1 ccm) von Hefe beim Schiitteln mit der Wiirze weitgehend auf- 
genommen. 

Obwohl die wachstumsf6rdernde Wirkung des /-Alanins sich erst 
nach 16—18 Stunden zeigt, veranlaBt ein Zusatz von f-Alanin be- 
reits nach 12 Stunden eine deutliche Zunahme des Stickstoffgehaltes 
der Hefe z. B. von 8,4 auf 9,5%. Auch diese Tatsache spricht wieder 
dafiir, daB die gesteigerte N-Aufnahme das Vorstadium des Wachs- 
tums darstellt. / 

Die Wirkung des f-Alanins ist eine auBerordentliche. Nielsen und 
Dagys fanden, da 1 Teil 6-Alanin-Stickstoff auf 7000 Teile Am- 
moniakstickstoff maximales Hefewachstum hervorruft. Fir die 
Stickstoffassimilation ist demnach das /-Alanin von unwesentlicher 
und zu vernachlassigender Bedeutung, wahrend es als Wuchsstoff 
infolge seiner Beziehungen zur Pantothensdéure von gréBter Bedeu- 
tung ist. Weitere Einzelheiten tiber die Stickstoffausscheidung durch 
Hefe werden bei Besprechung der Praxisgdrung’gebracht werden. 


Was nun den EinfluB der Menge des dargebotenen Stickstoffs an- 
_ belangt, so ist hier vor allem das Verhaltnis von Stickstoff zu gleich- 
zeitig vorhandenen vergarbaren Kohlehydraten zu beriicksichtigen. 
Da Bau- und Betriebsstoffwechsel enge gekoppelt sind, wird es ver- 
Standlich, da bei ausreichendem Stickstoff- aber ungeniigendem 
Zuckerangebot, ebenso die Hefevermehrung beeintrachtigt wird wie 
im umgekehrten Fall. Halt man den Zuckergehalt konstant und im 
UberschuB, so a&uBert sich nach Rubner eine abgestufte Stickstoff- 
gabe in einer abgestuften Hefevermehrung und zwar besteht zwi- 
schen der Hefenernte, ausgedriickt in ihrer Gesamtmasse (gepreBt) 
oder auch durch ihren Stickstoffgehalt und dem Stickstoffgehalt der 
Wurze eine befriedigende Proportionalitaét, sodaB man hier also auch 
das aus Diingeversuchen in der Landwirtschaft bekannte Gesetz 
vom Minimum wiederfindet, demzufolge auf unser Beispiel an- 
gewandt, bei ZuckeriiberschuB der Stickstoff der limitierende Fak- 
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tor ist. Da®B nicht unbedingt die vorher erwahnte Proportionalitat 
unter allen Umstanden zu Recht bestehen muB, erklart sich daraus, 
da bei N-Mangel die Hefe auch sonst schwer assimilierbare Stick- 
stoffarten anzugreifen vermag, und daB sie in Notzeiten, wie jeder 
Organismus, sich auf ein dem Nahrungsangebot angepa&tes Gleich- 
gewicht in gewissen Grenzen einzustellen vermag d. h. 
stickstoffarmer wird. Diese Verarmung an Stickstoff hat aber wie 
eingangs dieses Abschnittes schon einmal erwahnt wurde ihre 
Grenzen, insoferne bei Unterschreiten einer gewissen Schwelle zu- 
erst das Vermehrungsvermégen ausfallt, schlieBlich auch das Gar- 
vermogen erlischt und endlich die Zelle unter Autolyseerscheinungen ° 
dem Tode anheimfallt. 


Die vielfachen Untersuchungen, welche von verschiedenen Seiten 
uber die Hefenernte in Abhangigkeit von der Stammwiirzekonzen- 
tration durchgefthrt wurden, haben zwar mit Riicksicht auf die 
Praxis der Diinnbierbereitung ein erhebliches Interesse, beriihren 
jedoch unsere Probleme nicht, da mit Abnahme der Stammwiirze- 
konzentration das Verhaltnis Kohlehydrate : Stickstoff sich prak- 
tisch nicht andert. 


Von Interesse ist dagegen die Feststellung von HeB (219) und yon 
Kolbach und Stromberg (220), daB bei Zuckerzusatz zu schwach- 
prozentigen Wurzen die Hefeernte erhoht wird, was beweist, daf 
das Verhaltnis von Kohlehydraten : N nicht das giinstigste ist, son- 
dern der Stickstoff im UberschuB vorliegt. Dies geht iibrigens auch 
daraus hervor, da nach beendigter Garung noch ein erheblicher 
Teil assimilierbaren Stickstoffs im Bier vorliegt, also Mangel an 
vergarbarem Zucker die Assimilation des Stickstoffs und damit die 
Hefenernte limitiert. 

Zum Schlusse dieses Kapitels sei mit einigen Bemerkungen noch 
auf den Einflu8 des Stickstoffgehaltes der Hefe auf ihre Gar- 
leistungen eingegangen. 

Durch Beobachtungen an der. PreBhefe weiB man schon seit langer 
Zeit (M. Hayduck (221)), daB die Garkraft der Hefe mit ihrem Stick- 
stoffgehalt parallel geht z. B. 


5 g PreBhefe mit 1,5% N liefern in 24" bei 30° 8,4 g COz 
en oe Ene Bee ys Ree SO 11,8 g COrz 
5 g ” ” 2,4% ” ” ” 24h ” 30° 14,2 = COz 


Schonfeld und Hirth (222) fanden diese Tatsache auch an unter- 
gariger Brauereihefe bestatigt. Hefen mit 65—67% Eiwei8 in der 
Trockensubstanz lieferten z.B. 1150—1250cem Kohlensaure, solche 
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mit 56-62% EiweiB unter den gleichen Bedingungen nur 715 bis 
902 cem COs. Wie Rubner nachweisen konnte (siehe Wachstum und 
Stickstoff) verliert eine Hefe, welche sich nicht vermehrt und trotz- 
dem noch gart, von Fihrung zu Fihrung Stickstoff, wobei die Gar- 
leitung von Tag zu Tag geringer, die Hefe immer trager wird. 


Durch Arbeiten Eulers und Mitarbeiter (223) ist bekannt geworden, 
daB es auch Stickstoffverbindungen gibt, welche das Wachstum der 
Hefe nicht beeinflussen, aber bereits in geringster Menge die Ga- 
rung zu stimulieren vermogen. Dieser bislang in seiner Konstitution 
unbekannte ,,Z-Faktor“ genannte Wirkstoff wurde neuerdings von 
K6gl und Borg (224) naher untersucht, wobei sich herausstellte, daB 
Threonin (f/-oxy-a-Aminobuttersdure) sich durch eine besondere 
Garbeschleunigung auszeichnete. Da auch Glycocoll von untersuch- 
ten Aminosduren sich durch eine besonders ausgepragte Géar- 
beschleunigung auszeichnete, kann angenommen werden, daB es zu- 
sammen mit dem bei der Garung auftretenden Acetaldehyd nach 
Art einer Aldolkondensation zu Threonin zusammentritt: 





COOH COOH 
a | H Me 
HN OK H2N CH 
H 
+. ee H¥ CeO 
is (CSE) G-Hs 
CHs (—) Threonin 


b) Die Garung in der Praxis. 


1.Die Stickstoffverhaltnisse beider Garung. 


Wie bereits im vorigen Abschnitt erwahnt wurde, sind nach Nielsen 
bei Uberschu8 an Zucker etwa 34 bis 55% des Gesamtwiirzestick- 
stoffs von der Hefe assimilierbar, jedoch werden unter praktischen 
Verhaltnissen nur etwa 30%, oft auch noch weniger assimiliert, so 
daB das Bier noch betrachtliche Mengen (30—36%) des Gesamtstick- 
stoffs in assimilierbarer Form enthalt. 


Windisch, Kolbach und Schild (225) untersuchten die Verteilung des 
assimilierbaren Stickstoffs auf einzelne N-Fraktionen mit folgen- 
dem Ergebnis. 


In Prozenten des assimilierten Gesamtstickstoffs berechnet sich der 
assimilierte Formolstickstoff zu 09,3 und der assimilerte Ammoniak- 
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Stickstoff zu 11,7%. Da der formoltitrierbare Stickstoff aus Amino- 
und Ammoniakstickstoff besteht, kann man den insgesamt assimi- 
lierten Stickstoff aufteilen in 100—59,3 = 40,7% nicht formoltitrier- 
baren Stickstoff, 59,3—11,7 = 47,6% Amino-Stickstoff. und 11,7% 
Ammoniak-Stickstoff. Der Wert fiir den nicht formoltitrierbaren 
Stickstoff umfaBt auch den bei der Garung ausgeschiedenen (koagu- 
lierten) Stickstoff, soda8 der wirklich assimilierte nicht formol- 
titrierbare Stickstoff etwas niedriger ist. Aus dem Gehalt von 
Wirze und Bier an Gesamt-Formol- und Ammoniak-N ergibt sich 
folgende Differenzierung der Stickstoffsubstanzen bei der Garung. 


Art des N. mg in 100 ccm ~ _assimilierter N in % des 
Wurze Bier assimiliert entsprechenden Wtirze N 

nicht formol- ; 

titrierb. 59,2 50,2 8,5 14,4 

Amino-N 28,1 18,1 10,0 35,6 


Ammoniak-N. 3,23 0,78 2,45 75,8 


Der Aminostickstoff umfaBt alle formoltitrierbaren Aminosduren, 
die der Carboxylgruppe aequivalente Aminogruppe der Diamino- 
sduren, ebenso solche Aminogruppen der Peptide und héheren Ei- 
weiBsubstanzen, soferne sie einer Carboxylgruppe entsprechen. Der 
nicht formoltitrierbare Stickstoff kann als ein Ma8B ftir den ,,kolloi- 
den“ Stickstoff betrachtet werden, doch ist er mit diesem nicht 
identisch, da er z.B. auch den nicht formoltitrierbaren Stickstoff 
von Polypeptiden (NH-Gruppen) und NHoe-Gruppen von Diamino- 
sauren umfaBt.' 


Die Prozentwerte der vorangehenden Tabelle lassen erkennen, da 
als Ganzes genommen der nicht formoltitrierbare Stickstoff am we- 
nigsten assimiliert wird, dann folgt der Aminostickstoff und schlieB- 
lich der Ammoniak-Stickstoff. 

Bei stickstoffarmeren Wtirzen wird im Vergleich zu stickstoffreiche- 
ren etwas mehr assimiliert und zwar aus der Fraktion des Amino- 
stickstoffs. 


Der zeitliche Verlauf der Stickstoffassimilation geht aus folgender 
Tabelle, die einer Veréffentlichung von Windisch, Kolbach und 
Schild (226) entnommen ist, hervor. 
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Gartage mg in 100 ccm 
im Bottich Ges.-N. assimilierb. Formol-N. assimil. NHs N. assimil. 


0 105,0 0 35,2 0 4,03 0 
1 100,2 4,8 33,1 O14 e EA00 0,03 
3 89,6 15,4 29,8 5.4 < > 3:47 0,46 
6 82,6" 22,4 25,6 96 2,52 1,51 
9 82,7 22.3 25,7 95 2,44 1,59 


Die intensivste Assimilation erfolgt somit in den ersten drei Gar- 
tagen und fallt damit mit dem Stadium der Hefenvermehrung zu- 
sammen. Nur die Assimilation des Ammoniakstickstoffs erfolgt 
etwas langsamer. 

Kine weitere Differenzierung des assimilierbaren Stickstoffs wurde 
von Kolbach und Gopp (227) auf dem Wege fraktionierter Fallungen 
vorgenommen: 

Auf 12%ige Stammwiirze berechnet. 


- Isaria Hado-Streng, _ 
Wurze Bier Wurze Bier 
Gesamt-N. ¥25;3 103,0 131,1 106,8 
koagul. N. SSeS 8 2,38 2,14 
Mg SO.-N. 23,0 18,7 24,3 20,1 
Tannin-N. 24,4 20,2 29,1 Pa 
Formol-N. 44,4 32.3 45,3 327008 


Magnesiumsulfat~ und Tanninstickstoff bilden ein MaB fiir den 
‘hohermolekularen (kolloiden) Stickstoff: Wahrend der Garung ver- 
schwinden diese beiden Stickstoffgruppen nur in geringfigigem 
Mabe, verglichen mit dem formoltitrierbaren Stickstoff. Dabei ist ein 
erheblicher Anteil dieser Stickstofffraktionen nicht assimiliert, son- 
dern in den Decken ausgeschieden worden. Auffallend dagegen ist, 
dafi der koagulierbare Stickstoff sich nicht oder nur unwesentlich 
veranderte, obwohl man gerade fiir ihr in erster Linie eine Aus- 
scheidung annehmen sollte. : 


Wie aber Kolbach und Wilharm (227) friiher zeigten, kann man auch 
eine deutliche Abnahme des koagulierbaren Stickstoffs z.B. von 1,85 
auf 1,45 mg oder von 1,83 auf 1,57 mg in einem andern Fall fest- 
stellen. Dabei spielt die wahrend der Garung erfolgende pH-Er- 
niedrigung noch eine Rolle, da hierdurch die Koagulierfahigkeit 
dieses Stickstofftyps abnimmt z. B. zeigte Bier, dessen pH mit Na- 
tronlauge oder Salzsdure verschoben wurde, folgende Werte an 
koagulierbarem Stickstoff: 
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pH 5,61 1,57 mg in 100 cem 
4,89 147 27 | 400-3; 
4,52 bat. ty 100. 
414 Pegs ss 0. 


Das bedeutet also,,daB der im Bier bei seinem wirklichen pH analy- 
tisch ermittelte Gehalt an koagulierbarem Stickstoff zu niedrig aus- 
fallt; DaB der koagulierbare Stickstoff bei der Garung sogar an- 
steigen kann, darauf wird weiter unten bei der Ausscheidung des 
Stickstoffs aus der Hefe noch eingegangen werden. 


Beztiglich weiterer Fraktionierungsversuche des hochmolekularen 
Stickstoffs in Wurze und Bier sei auf Verdffentlichungen von Stad- 
nik (228) und Fink und Wildner (229) verwiesen, wobei entweder die 
Kohleadsorbierbarkeit oder die Tanninfallbarkeit des Stickstoffs 
verwertet wurde. Diese Versuche lassen erkennen, da8 wahrend der 
Garung Anderungen in den Stickstoffgruppen erfolgen, welche nicht 
allein auf eine Assimilation, sondern auch auf eine Verdnderung des 
Dispersitatsgrades derselben hindeuten. Zu dieser Erkenntnis 
kamen auch Windisch, Kolbach und Wentzel (loc. cit. 116) auf Grund 
von Ultrafiltrationsversuchen, die zu den in folgender Tabelle ver- 
zeichneten Ergebnis fiihrten: 


Vor der Gdarung nach der Garung 


loslicher N. | 701 mg 427 mg 
N in 1%%igem Ultrafiltrat 556 Cy: 419 ,, 
N in 3 . s 539, 385 ,, 
Nin 4% ,, ” 523 .,, 323/. 3, 
N in 4% _,, A 532s Sys me 
N in 6 B : 565. ,, 309 ,, 
N in 7% 43Ve O71 


Es sinkt zundchst einmal der gesamtlésliche Stickstoff von 701 auf 
427 mg in 100 g Maltztrockensubstanz. Weiterhin aber findet nach 
der Hauptgdrung eine Anreicherung der Fraktionen 1%—3 und 
3—4%% (Kollodiumfilter) statt. Das durch den HopfenkochprozeB 
infolge’ der Gerbstoffwirkung gestorte Gleichgewicht zwischen den 
Eiweifstoffen der einzelnen Dispersitétsgrade hat sich auf Kosten 
des feindispersen EiweiBes wieder eingestellt. Faft man die einzel- 
nen N-Gruppen in gréBere Anteile zusammen, SO ergibt sich folgen- 
des Bild: 
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vor der Gaérung nach der Garung 


koaguliert bezw. assimiliert 0 274 
nicht ultrafiltrierbar 270 156 
ultrafiltrierbar 431 271 
Summe 701 701 


Rund 40% des Stickstoffs sind also durch Assimilation und Aus- 
scheidung aus der Wtirze entfernt worden. Durch Vergleich einer 
Garung mit ungehopfter Wurze konnten die Autoren nachweisen, 
daB die Hopfenharze eine stabilisierende Wirkung auf die Disper- 
sitatsgradverschiebung austiben, die aber nur von kurzer Dauer ist. 
Denn bei der Lagerung strebt die Dispersitatsgradvergréberung end- 
lich einem annahernd gleichgearteteten Gleichgewichtszustand zu. 
Auch lief sich zeigen, daB die Sduerung der Wiirze auf das pH nach 
der Garung ebenfalls groBe Veradnderungen des Dispersitaétsgrades 
der EiweiBstoffe zur Folge hat, womit der EinfluB der Aziditats- 
steigerung bei der Garung auf die genannten Prozesse erwiesen ist. 


Neben diesen Versuchen, Einblick in die Veranderungen des hoch- 
molekularen Stickstoffs bei der Garung zu gewinnen, finden wir in 
letzter Zeit auch das Gegenteil vor, nadmlich die Assimilation des 
niedrigmolekularen Aminostickstoffs zu verfolgen. Liiers, Stricker 
und Schild (l.c.112) untersuchten die Verdinderungen, welche ein- 
zelne Aminosduren, die sich einwandfrei kolorimetrisch bestimmen 
lassen, wéhrend der Garung erfahren. Mit Hopfen gekochte Labora- 
toriumswutrzen wurden einmal mit sehr wenig Hefe (eine Platin- 
drahtose), das andere Mal mit 2 g Hefe auf 350 ccm Wiirze ange- 
stellt und 10 Tage bei 9° vergoren. Dadurch sollte der Einflu& star- 
ker und schwacherer Assimilation aufgeklirt werden. AuBer den 
verschiedenen Stickstofffraktionen wurden die Aminosduren Tyro- 
sin, Tryptophan und Arginin, wie erwahnt, kolorimetrisch ermittelt. 
Die Ergebnisse enthalt folgende Tabelle: 
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nach Gdrung Veradnderungen in % 


In 100 g Malz- ‘ 3 : : 
Wutrze mit wenig mit viel mit wenig mit viel Hefe 


trockensubstanz 

léslicher N 65,0 50,8 49.3 —22 —24 
koagulierb. N 2,0 3,9 ra | +90 + 5 
dauernd losl. N 63,0 46,9 47,2 —26 —25 
Formol N. 18,6 14,0 14,9 —25 —20 
Tyrosin 10,2 8,1 8,3 —21 —19 
Tryptophan’) 2,63 0,57 1,42 —79 —46 
Arginin 13,0 11,4 11,2 —13 —14 


Summe des reakt.- 
fahig. N der 3 Ami- 
nosauren 1,85 1:55 155 —16 —16 


Die Versuche zeigen, daB die Assimilation des Formolstickstoffs, so- 
wie von Tyrosin und Tryptophan bei kraftiger Hefevermehrung 
eine starkere ist, als bei schwacher. Im Falle grofer Hefenaussaat 
wird nicht nur weniger Stickstoff zum Aufbau von Zellmaterial ver- 
braucht, sondern auch von den absterbenden Hefezellen Stickstoff 
an die Nahrlosung abgegeben. Im Gegensatz zu den beiden Amino- 
sauren mit aromatischem Kern, namlich Tyrosin und Tryptophan, 
die fiir das Zelleben anscheinend sehr wichtig sind, wird das 
Arginin bedeutend weniger assimiliert, was wahrscheinlich auf die 
lange Kohlenstoffkette des bei der Spaltung durch Arginase ent- 
stehenden Ornithins zurtickzufiihren ist. Versuche mit Malz vor 
und nach dem Abdarren zeigten, daf die Assimilierbarkeit der ein- 
zelnen Aminosduren, aber auch einzelner Stickstoffgruppen, durch 
den DarrprozeB ziemlich stark in ungiinstigem Sinne verdndert wird, 
wofiir folgendes Beispiel (Gdérung mit wenig Hefe) dienen moge: 


% Veranderung bei der Garung 


7 Std. vor Darren Darrmalz 

léslicher N 99 —22 
koagulierbarer N +90 +90 
dauernd losl. N —33 —26 
Formol N. —40 —25 
Tyrosin —34 —21 
Tryptophan —79 

Arginin —26 —13 


*) Die Tryptophanwerte sind Versuchen mit Malzen vor dem Ausdarren ent- 
nommen. 
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Durch die Melanoidinreaktion beim Darren wird sicherlich Stick- 
stoff, der sonst fir die Assimilation zur Verfiigung steht, infolge der 
Kondensation mit Zuckern in-eine nicht assimilierbare Form wuber- 
gefuhrt. 

Um die im Laboratorium gewonnenen Ergebnisse auch in der Praxis 
zu bestatigen, wurde die Gdrung einer hellen Exportbierwiirze vom 
Kuhlschiff bis zum Aussto8B mit folgendem Resultat verfolgt. 


mg N in Kiuhl- Wiirze aus Garbottich beim nach 2% 
100 cem schiff , Schlau- Mon. 
chen Lage- 
L ya 3: 4. 6.Tag 7.Tag rung 
loslicher N. 8G;t- BT (80,35. 77 13,0 Soldat of 1102 et 
Formol-N 32,4 30;6° 28,4 25,8 24,55 299 220 Ten DOB 
Tryosin 24,045 22,2 ° 2050 #18 Dos 02 ioe Sle te dow 
Tryptophan 40 3,6 --2,7 2j0% IQA" 332.3 1,9 17. 
Arginin 13y1-12;7212,0 2 102871002 11 te 10 eA 318 


Summe des reak- 
tionsf. N der 
Aminosauren 82» 3,0 + < ATT. 2 BIF 7 2:295 21 S02 seo Gr 


Daraus ist folgendes zu ersehen: Léslicher und Formolstickstoff, so- 
wie die drei untersuchten Aminosdiuren nehmen bei der Garung ab 
und zwar erfolgt die prozentuale Abnahme an Aminosduren und 
Formolstickstoff nach 7tagiger Gardauer in Ahnlicher Weise, wie 
bei den vorher beschriebenen G&drversuchen mit Laboratoriums- 
wurze. So nimmt: von den Aminosduren das Tyrosin um 46 %, das 
Tryptophan um 53% und das Arginin um 20% von der Anstell- 
wurze zum Jungbier ab, wahrend die Abnahme des Formol-Stick- 
stoffs als ganzem 38 % betragt. : 


Es zeigt sich auch hier, daB der Formolstickstoff, ganz besonders 
Tryptophan und Tyrosin ausgezeichnete Stickstoffquellen fiir die 
Hefe darstellen, wahrend das Arginin durch seine geringere Assi- 
milierbarkeit auch hier wieder auffallt. 


Hinsichtlich der Abnahme von Tyrosin und Tryptophan bei der 
Gérung muB noch eine kritische Bemerkung gemacht werden. Bei 
den chemischen Leistungen der Hefezelle wurde auf die Amino- 
Sauregarung hingewiesen, wonach die Aminosauren in die um ein 
Kohlenstoffatom drmeren Alkohole lubergehen. Aus dem Trypto- 
phan entsteht dabei Tryptophol, aus dem Tyrosin das Tyrosol, die 
beide ebenso wie die entsprechenden Aminosduren die Farbreaktio- 
nen mit Ehrlichs- und Millions Reagens liefern. Aus diesem Grunde 
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lassen die Garversuche streng genommen keine Entscheidung dar- 
uber zu, ob Tyrosin und Tryptophan assimiliert, oder zu héheren 
- Alkoholen vergoren wurden, oder inwieweit beide Prozesse neben- 
einander stattgefunden haben. Ware nur eine Vergarung zu hédhe- 
ren Alkoholen erfolgt, dann diirften sich die Konzentrationen von 
Tyrosin und Tryptophan waéhrend der Garung nicht nennenswert 
andern; da aber gerade diese beiden Aminosduren besonders stark 
wahrend der Garung abgenommenehaben, miissen sie assimiliert’ 
oder biochemisch so verandert worden sein, daf ihre Umwandlungs- 
produkte nicht mehr die Millionsche und Ehrlichsche Reaktion 
geben. Die zwangloseste und sicher zutreffendste Annahme ist die 
ihrer Assimilation. 

Wie schon vorher angedeutet wurde ist der Grad der Stickstoff- 
assimilation von der Intensitat des Hefewachstums abhangig, woftir 
schon eine Reihe von Beispielen bei den allgemeinen Betrachtungen 
gebracht*wurden. Alle Faktoren, welche demgema8 die Vermehrung 
der Hefe begiinstigen, sind auch geeignet, die Stickstoffentnahme 
aus der Wurze zu befoérdern, so insbesondere Beltiftung, Bewegung, 
Spénung, geringe Hefenaussaat, Verwendung hungriger, eiweifi- 
armer Hefe und Garfiihrung bei hoherer Temperatur. Will man dem 
Bier den Stickstoff erhalten, muB man die kalte Garfiihrung, bei der 
sich die Hefe weniger stark veremehrt und auch die Ausscheidungs- 
vorginge langsamer und schonender verlaufen, wahlen. Ein Beispiel 
fiir den Einflu8 der Temperatur gibt folgende von K. Geys (231) 
stammende Tabelle. 


Anstellwtirze 100,8 mg N in 100 ccm 


normale Fuhrung kalte Fiihrung 
Anstellen 35°-R: Anstellen 4.1°R. 
Max. Temp. Te rkta _ Max. Temp. 6:1°-R. 
Jungbier nach 
3 Tagen 87,92 mg 90,16 
Fe 33 81,76 _,, 85,88 
5 oy 76,16 _,, 84,00 
Ty 2 73,92 ,, 80,64 
8 ch 73,92 ,, (Fassen) a 
10 a 80,08 (Fassen) 


Trotzdem die beiden Fiihrungen sich in der Maximaltemperatur nur 
um einen Grad unterscheiden, sind die Unterschiede in der Heraus- 
nahme des Stickstoffs aus der Wiirze auffallend groBe, was wieder- 
um beweist, daB die Temperatur bei-der Gidrung ein sehr wirksames 
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Mittel darstellt, Beeinflussungen besonders physiologischer Art zu 
erzielen. Es soll aber auch hier wieder darauf hingewiesen werden, 
daB die in obiger Tabelle verzeichneten Werte iiber die Stickstoff- 
abnahme wahrend der Gérung sowohl durch Assimilation als auch 
durch physikalisch-chemische Ausscheidung zustande kommen. Auf 
die Ausscheidung von Stickstoff auf physikalisch-chemischem Wege 
wird im nachsten Kapitel eingegangen werden. Dagegen soll hier 
zum Abschlu8 dieser Erérterungen noch die Dissimilation von 
Stickstoffverbindungen aus der Hefe betrachtet werden, nachdem 
bisher das Hauptaugenmerk auf die Assimilation des Stickstoffs ge- 
legt wurde. 
Auch uber dieses Gebiet wurde im Laufe der Zeit viel gearbeitet. 
Schon Pasteur z. B. war es bekannt, daB die Hefe wahrend der Ga- 
rung nicht nur Stickstoff aufnimmt, sondern auch abgibt. Lampitt 
(232) fand beim Verbringen von Hefe in Wasser oder N-freie Zucker- 
lésung, daB die Hefe sehr bedeutende Mengen von Stickstoff z. B. 
in 10 Tagen 24,85 bis 37,85 % ihres Stickstoffs ausscheidet, wobei 
der Nachweis, daB die Hefen leben, erbracht wurde. Der groBere 
Teil des ausgeschiedenen Stickstoffs ist durch Phosphorwolfram- 
sdure fallbar und wird von Hefe nur teilweise wieder verwertet, 
etwa % entzieht sich der Assimilation. Lampitt fand weiterhin, daB 
die Stickstoffausscheidung der Hefe durch Garung befordert wurde, 
also an Lebensprozesse gebunden war. Diese Feststellung wurde 
durch Iwanoff und Krupkina (1. c. 215) bestatigt (dortselbst ausfiihr- 
liche Literatur), die zeigen konnten, daB in Nahrlésungen, welche 
kraftige Garung verursachen, die Stickstoffausscheidung deutlich 
nachweisbar ist, wdhrend sie in Losungen, welche unvergirbare — 
Kohlehydrate enthalten, in den Zeiten, in welchen noch keine Auto- 
lyse eintritt, nicht nachweisbar ist. Die N-Ausscheidung ist also an 
das Ablaufen der Lebensprozesse gebunden, Euler und Sandberg 
(233), sowie Euler und Fink (234) fanden im Gegensatz zu Iwanoff 
bedeutend geringere Stickstoffausscheidung der Hefe wihrend der 
Garung. 

Die analytischen Schwierigkeiten zwischen assimiliertem und aus- 
geschiedenem Stickstoff zu unterscheiden, sind sehr groBe. Sie da- 
durch lésen zu wolleny daB man die Héfe in reines Wasser oder reine 
salz- und stickstofffreie Zuckerlosungen verbringt, bringt eine so 
starke Veradnderung der natiirlichen Bedingungen mit sich, daB sol- 
chen Versuchen die Beweiskraft fehlt. M. Hayduck (235) suchte 
diese Schwierigkeiten methodisch dadurch zu umgehen, da8 er als 
Stickstoffsubstanz in der Nahrlésung Asparagin verwandte und aus 
dem analytisch bestimmten Gesamt-N abziiglich des ebenfalls be- 
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stimmten Asparagin N den von der Hefe ausgeschiedenen Stickstoff 
ermittelte, wobei vorausgesetzt wurde, daB von der Hefe kein Aspa- 
ragin an die Lésung abgegeben wurde. Nach einer ahnlichen Methode 
stellte Pringsheim (236) fest, daB die Stickstoffausscheidung der Hefe 
in Anwesenheit von Stickstoffverbindungen in der Nahrlésung ge- 
fordert wird. Thorne (237) schlieBlich fand mit einer ahnlichen Me- 
thode, daB etwa 33% des von der Hefe wahrend ihres Wachstums 
assimilierten Stickstoffs wieder ausgeschieden werden. 

Nielsen und Hartelius (238) nahmen in jiingster Zeit die Versuche 
zwecks endgiltiger Klarung des Sachverhaltes nochmals auf. Sie 
verwendeten als Stickstoffquelle Ammonsulfat, nachdem sie ent- 
gegen alteren Befunden in der Literatur nachgewiesen hatten, dafi 
die Hefe keinen Ammoniakstickstoff auszuscheiden vermag. Damit 
ergibt sich aus der Differenz von analytisch ermitteltem Gesamt-N 
und Ammoniak-N der von der Hefe ausgeschiedene Stickstoff. Steht 
der Hefe nur ungentigend Ammoniakstickstoff zur Verfigung, was 
zur Folge hat, da& sich der Zellstickstoff auf 2,5—3 % senkt, so schei- 
det sie wahrend ihrer Vermehrung etwa 10 % des assimilierten Stick- 
stoffs aus. Liegt dagegen der Ammoniakstickstoff im Uberschuf in 
der Nahrlésung vor, so stellt sich der Zellstickstoff auf 5—6% ein 
und die Hefe scheidet wahrend ihres Wachstums etwa 33 % des assi-. 
milierten Stickstoffs wieder aus. Weiterhin zeigte sich, daB die Stick- 
stoffausscheidung der Hefe in der Periode ihres starksten Wachs- 
tums am gréBten ist, woraus man in Ubereinstimmung mit den oben 
erwahnten Autoren schlieBen mu&, daB die Stickstoffausscheidung 
eine Folge des Stoffwechsels der Hefe ist. In der Periode, in wel- 
cher mit dem Verzehr des Zuckers das Wachstum der Hefe aufhort, 
aber noch keine Autolyse einsetzt, findet keine nennenswerte Stick- 
stoffausscheidung mehr statt. Nach Beginn der Autolyse, die sich 
in einer Gewichtsabnahme der Hefe du ert, wird dann wieder mehr 
Stickstoff ausgeschieden. Die Art der Stickstoffverbindungen, welche 
wahrend des normalen Stofwechsels und der Autolyse von der Hefe 
abgegeben werden, diirfte eine verschiedene sein. Die durch Auto- 
lyse ausgeschiedene Stickstoffmenge ist abhangig vom Stickstoff- 
gehalt der Hefe. Eine stickstoffreiche Hefe schied in 28 Tagen 69 %, 
eine stickstoffarme dagegen nur 10% ihres Stickstoffgehaltes aus. 
Hartelius (239) fand, da& die Stickstoffausscheidung der Hefe stark 
von der Gegenwart von Wuchsstoffen abhangig ist. Wahrend diese 
die N-Assimilation nicht oder nicht merklich beeinflussen, setzen sie 
mit steigender Konzentration die Ausscheidung mehr und mehr 
herab. Auch die wahrend der Garung auftretenden Sauren verrin- 
gern die N-Dissimilation, was Hartelius dadurch beweisen konnte, 
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daB er Wiirze auf das pH des Bieres einstellte und damit trotz glei- . 
cher Assimilation eine verminderte Dissimilation des Stickstoffs 
erhielt. : . 
Ein Teil des ausgeschiedenen Stickstoffs kann von der Hefe wieder 
assimiliert werden. Bei gréBeren Hefegaben spielt demgemaB& der 
von den immer in groferer oder geringerer Menge vorhandenen 
toten Zellen abgegebene Stickstoff fiir die Stickstoffernahrung der 
wachsenden Zellen eine gewisse Rolle. Durch die Tatsache der teil- 
weisen Verwertbarkeit ihres eigenen ausgeschiedenen Stickstoffs 
durch die Hefe erscheinen die analytisch gefundenen Mengen aus- 
geschiedenen Stickstoffs eher zu niedrig zu sein. 

Uber die chemische Natur der Stickstoffausscheidungen ist man 
noch wenig unterrichtet. Wie bereits oben erwahnt, wird Ammoniak- 
Stickstoff nicht ausgeschieden. Ein Teil des dissimilierten. Stick- 
stoffs liegt sicher in Aminoform vor, denn Thorne (10 c. cit. 237) fand 
17% vom Totalstickstoff als Aminostickstoff. Dieser diirfte es auch 
sein, der in erster Linie der Hefe zum Teil wieder als Nahrung die- 
nen kann. AuBerdem fand Lampitt (10c. cit. 232) etwa 33% des 
Stickstoffs durch Phosphorwolframsaure fallbar, also wohl schon ~ 
von hohermolekularer Form. 

Eine strittige Frage dagegen ist die, ob die Hefe auch hochmoleku- 
laren, koagulierbaren Stickstoff auszuscheiden vermag. Nielsen (240) 
untersuchte Wurzen, welche nach Kolbach restlos vom koagulier- 
baren Stickstoff befreit waren, nach der Garung auf solchen, ohne 
welchen zu finden. Auch praktische Versuche an zahlreichen Garun- 
gen der Carlsbergbrauereien ergaben keine Zunahme desselben nach 
der Hauptgadrung. Wie bereits weiter oben bei der Assimilation des. 
Stickstoff in einigen Tabellen ‘zu ersehen war, nimmt der koagulier- 
bare Stickstoff bei der Gdarung etwas ab, manchmal aber auch ge- 
ringfiigig zu (siehe Ltiers, Stricker und Schild). Es scheint so zu sein,. 
daB wahrend der. Hauptgaérung aus der gesunden, gut ernahrten 
Hefe keine koagulierbaren Eiweifstoffe in die Wirze diffundieren. 
Wenn jedoch die Hefe abstirbt und der Autolyse unterliegt, ist diese 
Moglichkeit gegeben. Liiers und Landauer (241) fanden bei ein- 
monatlicher Lagerung eine Zunahme des koagulierbaren Stickstoffs, 
wie folgende Werte zeigen: 


Gesamt-Eiw. koagulierb.Eiw. Amid-N 
1 hl fassiges Bier 4291 9,00 24,15 
do 1 Monat gelagert 435,8 11,81 24,50 


Die Zunahme an koagulierbarem EiweiB waihrend der Lagerung fiih- 
ren die Autoren auf Ausscheidungen der Hefe zuruck. Im Lagerfa& 
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ist damit zu rechnen, da8 ein gréferer Teil der Gelagerhefe abstirbt 
und hochmolekulare Proteine ans Bier abgibt. DaB dieses EiweiB zu- 
Sammen mit anderen tatsachlich sich an Triibungen beteiligen kann, 
wiesen Luers und Ottensooser (242) auf serologischem Wege an der 
Pasteurisiertribung des Bieres nach. Durch Anaphylaxieversuche 
lieB sich zeigen, daB das EiweifB, welches in der Pasteurisiertriibung 
enthalten ist, vorwiegend aus dem Eiweif§ der Gerste, daneben aber 
auch aus EiweifS der Hefe besteht. Selbst wenn die von der Hefe 
ausgeschiedenen Stickstoffverbindungen nicht immer so hochmole- 
kular sind, da sie koagulieren, so kénnen sie doch so komplex sein, 
daB sie mit anderen Substanzen (Kieselsdure, Gerbstoffen) zu Trii- 
bungen Veranlassung geben und sich im Tierversuch als Antigene 
erweisen. . 


SchlieBlich konnte W. Wollmer (243) nachweisen, daB aus dem Faf- 
gelager beim Abpressen ein Bier erhalten wurde, welches beim Zu- 
sammenbringen mit gewohnlichem Bier, trotzdem beide vollig klar 
waren, Triibungen oder Opaleszenzen lieferte. Das Maximum an 
Triibung verursachte ein 20 “iger Zusatz des Gelagerbieres. Bereits 
K. Geys (245) fand, daB das Gelagerbier bedeutend alkalischer ist 
als das normale Bier, was auch Wollmer bestatigte. Besonders gru- 
nes Schlauchen oder Krausenzusatz zum Lagerfaf erhoht die Hefe- 
menge im Gelager und gibt damit zu Ausscheidungen aus der Hefe 
Anla8&. Im Bier sind bis zu 3000 Zellen im mm* normal, in solchem 
Falle hat das Gelagerbier etwa ein pH von 4,7. Bei Krausenzusatz 
findet man bis zu 12000 Zellen/mm* und dann sind pH-Werte in Ge- 
lagerbier von bis zu 6 haufig zu beobachten. Unter diesen verander- 
ten pH-Bedingungen geht besonders das Zymocasein in Lésung, das 
dann beim Vermischen mit Normalbier (pH 4,5) ausfallt. Ubrigens 
ist das Zymocasein, obwohl es ein echtes Protein ist, sehr schwer 
durch Hitze koagulierbar. Aber auch andere HefeneiweiSkorper sind 
durch Pasteurisieren schwer und unvollkommen aus dem Gelager- 
bier zu.entfernen. Will man aus Qualitaétsgriinden nicht auf das Ge- 
lagerpreBbier verzichten, so empfiehlt sich Behandeln mit Aktiv- 
kohle oder Deglutan. 

Jedenfalls diirfte durch diese Versuche nachgewiesen sein, dah die 
Hefe, wenn sie abstirbt, hochmolekulare Eiweifstoffe an Bier ab- 
gibt, welche sich mit anderen Kolloiden an Triibungen beteiligen 
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2. Deckenbildung, kolloide Ausscheidungen. 


Wahrend der Garung beobachtet man die Ausscheidung von Stof- 
fen aus der Wirze, bzw. dem Jungbier, die mit dem LebensprozeB 
der Hefe, also dem Stoffwechsel nichts mehr zu tun haben. An ihrer 
Abscheidung sind mechanische und physikalisch-chemische Fak- 
toren beteiligt, z. B. die in der garenden Wirze zur Entfaltung kom- 
menden Oberflachen, die Oberflachenaktivitat der sich ausscheiden- 
den Stoffe und die durch die Garung verursachte pH-Erniedrigung 
des Milieus. 


Wie gro die in Betracht kommenden Oberflichen sind, mége der 
Hinweis illustrieren, daB bei einer normalen Hefegabe von 0,5 L 
dickbreiiger Hefe die von der Hefe in einem Hektoliter Wiirze ein- 
genommene Oberflache rund 300 qm ausmacht. Die Oberflache der 
sich entwickelnden Garungskohlensdure ist ungleich gréBer, auBer- 
dem erneuert sie sich fortgesetzt, solange die Garung anhalt. Nach 
den bekannten von Gibbs und Thompson gegebenen thermodynami- 
schen Ableitungen reichern sich in den Oberflachen vor allem jene 
Stoffe an, welche zu einer Erniedrigung der Oberflachenspannung 
Anlafi geben, namlich oberflachenaktive Stoffe. Die -Konzentrations-— 
erhohung, welche diese letzteren in den Oberflachen erfahren, zu- 
gleich mit den durch selektive Adsorption in den Oberflachen grund- 
lich veranderten Milieubedingungen fiihren zur Ausscheidung in- 
stabiler ‘hochmolekularer Verbindungen. Die Wirkung der bei der 
_G&arung entstehenden und die Wiirze durchstrémenden Kohlensaure- 
blaschen kann man als eine im technischen AusmaB ablaufende Zer- 
schaumungsanalyse (Wo. Oswald, Siehr und Mischke (246) ) bezeich- 
nen. Ein mehrphasiges System von festen Teilchen oder solchen, die 
zur Koagulation neigen, wird zusammen mit oberflachenaktiven Stof- 
fen von den CO»-Blaschen in die Krausen mitgenommen und bildet 
dort nach dem Zusammenfallen des Schaumes die Decke. Der etwa 
eine Zehnerpotenz betragende pH-Sturz bei der Garung (siehe nach- 
sten Abschnitt) wirkt ftir die Abscheidung instabiler Stoffe’ begiin- 
stigend. 


Von den in den Decken vorkommenden Stoffen interessieren hier im 
Rahmen dieser Betrachtungen vor allem die EiweiBgerbstoffverbin- 
dungen, was von Hartong (247) in Gerbstoffbilanzversuchen von der 
Wiirze bis zum Bier nachgewiesen wurde. Ebenso wie in den Decken 
finden sie sich auch in der Bottichhefe, nur ist infolge der geringeren 
Oberflache ihre Menge hier geringer. Da die sich wahrend.der Ga- 
rung ausscheidenden Stoffe, vor allem die Bitterstoffe des Hopfens, 
aber auch die EiweiSgerbstoffverbindungen die Feinheit des Ge- 
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schmackes beeintrachtigen und (besonders die letztgenannten) auch 
die Stabilitat ungiinstig beeinflussen, erscheinen die Bestrebungen 
der Praxis verstandlich, durch Giar- und Klarbleche, oder durch Ad- 
sorptionsmittel, wie Mammuthbiospiane, die Entfernung von Decken- 
stoffen modglichst zu fordern. 


3. Saurezunahme (pH-Sturz) bei der Garung. 
Ester, héhere Alkohole. 


Wie bekannt und mehrfach erwahnt, findet bei der Hauptgdrung . 
eine Zunahme sowohl der titrierbaren als auch der aktuellen Azidi- 
tat statt mit der Auswirkung, daB sich das pH rund um eine 10er 
Potenz von der Wiirze bis zum Jungbier erniedrigt. Die Ursache die- 
ser Sauerung ist in den Stoffwechselvorgaéngen der Hefezelle zu 
suchen und zwar, wie schon bei friiherer Gelegenheit behandelt 
wurde, in der Assimilation des Stickstoffs aus Aminosauren (Amino- 


sauregarung) und aus Ammoniumsalzen organischer Sdéuren. Da- 


neben aber spielt auch die Entstehung organischer Sauren bei der 
Vergarung von Kohlehydraten im sogenannten Bernsteinsdure- oder 
Zitronensaurezyklus eine gewisse, wenn auch bei der anaeroben, 
alkoholischen Garung untergeordnete Rolle. Da eine Reihe parallel- 
laufender biochemischer Vorgange somit in komplizierter Weise die 
Saurezunahme bei der Garung bedingen, wird es verstandlich, daB 
man bisher noch keine befriedigende Proportionalitat der Saure- 
zunahme mit einer analytisch verfolgbaren Stoffgruppe, z. B. der 
Assimilation des Aminostickstoffs feststellen konnte. 


Die Auswirkungen der Sdurebildung bei der Garung hangen von 
der Intensitat der Lebensprozesse der Hefe und den Pufferungsver- 
haltnissen der Wiirze ab. Je nach der Garfiihrung und der Puffe- 
rung kann der pH-Sturz ein sehr steiler oder ein verzégerter sein. 
So wurde z. B. nach Emslander (248) bei einem Sud mit Digestion 
der pH-Sturz von 5,30 auf 4,50 in wenigen Stunden erreicht, wah- 
rend er bei einem Vergleichssud ohne Digestion 40 Stunden erfor- 
derte. Emslander zog daraus wichtige kolloidchemische Schluffolge- 
rungen in dem Sinne, daB eine allmahliche langsam zur Wirkung 
kommende pH-Erniedrigung mehr Kolloide (Bitterstoffe, EiweiB- 
kérper) im Jungbier lasse als eine schroffe, womit Vollmundigkeit 
und Schaumhaltigkeit begiinstigt werden. 

Als ein Beispiel, wie sich die einzelnen Substanzgruppen, soweit sie 
mit der Séurebildung zusammenhangen, bei der Garung verandern, 
zeigt folgende Tabelle aus einer Arbeit von Glimm und Stentzel (249). 
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Dauer der Garung 0 2 5 8 Tage 

Alkoholgehalt Gew.-% —- 0,96 3,43 3,48 

Fuselole Vol. °/0o — nicht 0,1034 0,2245 
nachweisb. 

Gesamt-Saure ; 

als Milchsaure-% 0,0422 0,0445 0,0574 0,0935 

Esterzahl g Essigester/1 L — 0,0135 0,0348 0,0862 

Amino-N mg/100 ccm 30,6 » 29,2 28,1 27,8 


Daraus ist zu ersehen, da die hdheren Alkohole (Fuseldéle) zeitlich 
erst mit starker fortgeschrittener Gaérung, entstehen. Eine direkte 
Proportionalitat mit der Abnahme des Aminostickstoffs ist nicht zu 
erkennen, denn wahrend vom 5. bis zum 8. Gartag dieser nur un- 
bedeutend abnimmt, haben sich in der gleichen Zeit die Fuseldéle 
mehr als verdoppelt. Es ware vielleicht daran zu denken, daB die 
Aminosauren in den ersten Stadien der Gdrung von der Hefe aufge- 
nommen und in einem spateren Stadium erst die aus dem Abbau 
derselben resultierenden Alkohole an die Wiirze wieder abgegeben 
werden. Zwischen Gesamtsaure-Ester- und Fuselélbildung besteht 
eine gute Parallelitat, die anzuzeigen scheint, daB ihrer Bildung ein 
gemeinsames biologisches Prinzip zugrunde liegt. 

Windisch, Reimers und Hirschbruch (250) fanden beim Studium der 
auf Saure-, ‘Alkohol- und Esterbildung einfluSnehmenden Faktoren, 
da die Wiirzen, welche am meisten abgebautes Eiwei8 aufwiesen, 
den héchsten Estergehalt erreichten, was mit Befunden von Ehrlich 
und Pringsheim (251) im Einklang steht. Auch H. Liiers (252) konnte 
an Wurzen mit verschieden hohem Amino-N-Gehalt eine ahnliche 
Wahrnehmung machen, wie’folgende Ubersicht zeigt. 


Malze 
Zunahme bei Garung Kohlensaurerast Tenne Trommel 
fluchtige Sdure 350 % 85,7 % 130 % 
Ester 80 % 60 % 42 % 
hodhere Alkohole 0,503 — 0,225 
Amino N Millival in 100 cem 2,687 1,937 1,750 


Es ist daraus déutlich ersichtlich, daB der auBerordentlich hohe Ge- 
halt der Kohlensaurerastmalzerei an abgebautem Eiwei8 (Amino-N) 
die héchsten Zunahmen an fluchtigen Saéuren, Estern und héheren 
Alkoholen zur Folge hatte. Eine colorimetrische Priifung der Biere 
auf Tyrosol und Tryptophol ergab beim Kohlensaurerastmalzbier 
die 2—3fache Menge als beim Tennenmalzbier. 
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4. Degenerierung und Regenerierung von Hefe. 
Anormale Garung. 


Unter der Degeneration verstehen wir eine Entartung oder aus der 
Art schlagen der Hefen. Wir verbinden damit normalerweise die 
Vorstellung, daB sich die Eigenschaften einer Hefenrasse in gérungs- 
technisch unerwiinschter Weise verandern. Als solche Veranderun- 
gen sind festzustellen: Verlangerung der Angarzeit, trage Vergaérung 
am Bottich mit schwacher Krausenbildung, friihzeitiges Aufhéren 
der Hauptgdarung und damit grofe Differenzen zwischen Bottich- 
und Endvergarungsgrad, besonders starke und friihzeitige Bruch- 
bildung. Aber auch das Gegenteil, namlich stiirmische Hauptgarung 
und Verlust des Bruchbildungsvermégens, auch Obergarungserschei- 
nungen einer untergarigen Hefe koénnen als Degenerationserschei- 
nungen aufgefaBt werden. 

Als Grund fiir die Degenerationserscheinungen werden nach dem 
ubereinstimmenden Urteil einer Reihe von Autoren (Wirth 253), Bel- 
geonne (254), Grant (255), Browns (256) eine mangelhafte Hefeernah- 
rung, die auf eine ungeeignete Wiirzezusammensetzung zurtickzu- 
fiihren ist, angesehen. Worin im Einzelnen die ungiinstige Wtrze- 
zusammensetzung besteht, ist noch nicht geniigend geklart. DaB aber 
hodchstwahrscheinlich dabei gerade. die Stickstoffzusammensetzung 
eine Rolle spielt, geht aus Beobachtungen hervor, die Ernst (257) 
und Liiers (258) an Gersten der ziemlich eiweiBreichen Gerstenjahr- 
gange der Ernte 1934 anstellten. Die Eiweiflésung in der Malzerei 
war verschiedentlich eine ziemlich knappe. Wurden derartige Malze 
nach é¢inem extremen Hochkurzmaischverfahren gemaischt, so re- 


’ sultierten Wiirzen, die sich durch hohen Albumosen- und Pepton- 


stickstoff- und durch niedrigen Formolstickstoffgehalt auszeichneten, 
wahrscheinlich aber auch hochmolekulare Kolloide anderer Stoff- 
klassen in zu groBer Menge enthielten. Die Hefen degenerierten, sie 
lieBen in der Garkraft nach, vergoren 12 %ige Wiirzen nur noch auf 
5—6 % Extrakt auf dem Bottich, die Sdurebildung bei der Garung 
war ungeniigend, das pH in den Bieren mit 4,71 abnorm hoch. Die 
Folgen waren eigenartige Geschmacksveranderungen in den Bieren, 
die sich meist erst auf den Transportfassern und Flaschen bei der 
Kundschaft bemerkbar machten und an den Sonnen- oder Licht- 
geschmack von Bieren erinnerten. Senkung der Einmaischtempera- 
tur um etwa 5°, Nachpeptonisierung der ablauternden Wurze und 
Aufkrausen am LagerfaB, beseitigten die Storungen befriedigend. 

Die Regenerierung einer degenerierten Hefe kann auf verschiedenen 
Wegen erfolgen. M. Rubner (10 c. cit. 198) hat sich bereits vor langer 
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Zeit mit diesem Problem befaBt und folgende bemerkenswerten Ge- 
sichtspunkte entwickelt. Zwischen der Zelle mit Wachstumskraft 
und der Zelle mit ausschlieBlicher Garkraft liegt der Zustand der 
Regenerationsfahigkeit unter Zunahme des Stickstoffgehaltes der 
Zelle. Es scheint Zellen zu geben, die wegen zu geringen Stickstoff- 
materials einem Impuls des Wachstums, wie es durch Uberimpfung 
in eine Nahrlosung eintritt, nicht mehr folgen kénnen, wohl aber 
dann, wenn ihnen Gelegenheit geboten wird, in einem vorbereiten- 
dem Akt den Ernahrungszustand der lebenden Substanz zu verbes- 
sern. Nur durch solche Vorgange, welche eine Sprossung zur Folge 
haben, durch Wachstum echter Art, kann die Zelle dauernd leben. 
Diese allgemeinen Gedankengange werden beim Regenerieren de- 
generierter Hefe praktisch verfolgt. Am einfachsten liegt der Fall, 
wenn mechanische Griinde, wie Verschleimung der Zellwand durch 
permeabilitétsstorende Kolloide, die Degeneration herbeifiihren. 
Dies ist z. B. der Fall durch die von Moufang Testilupin genannten 
SpelzeneiweifB-Hopfengerbstoffverbindungen, oder durch Feintrub 
verschlickte Hefe. Hier erweist sich ein Waschen mit sehr verdiinn- 
ter (0,15 %iger) Kalilauge zweckmaBig. Solche gewaschene Hefe 
kann, vorausgesetzt, daB das Waschen mehrmals wiederholt wird, 
20 bis 30 Mal gefiihrt werden, wahrend sie ohne Waschen schon 
nach 6 bis 8 Fiihrungen entfernt werden muB&. Im selben Sinne ist 
es auch zu erklaren, daB in trubfreien Wiirzen die Hefen bedeutend 
langer gefithrt werden kénnen als in trubhaltigen. Sind jedoch die 
Ursachen der Hefedegenerierung Ernahrungsstérungen, so miissen 
die oben yon Rubner gegebenen Gesichtspunkte beachtet werden. 
Man muB8 trachten, die Hefe durch starke Vermehrung in geeigneten 
Substraten zu verjiingen. Dies kann man z. B. bei stickstoffreicher, 
ubermasteter Hefe durch eine Garung in Rohrzuckerlésung unter 
Liftung erreichen. Dadurch werden die jungen Zellen stickstoff- 
armer und vergéren dann in der Wiirze wieder normal. Auch ge- 
ringe Hefengabe (0,3 L/hl) und kraftiges Aufzichen sorgt fiir starke 
Vermehrung und damit fiir entsprechende Verjiingung der Zellen. 
Ist N&hrstoffmangel, wie bei Diinnbieren,die Ursache fiir ein Nach- 
lassen der Garkraft der Hefe, so empfiehlt sich ein Herfiihren in 
Vorderwiirze. Der Reichtum der Vorderwtirze an Kohlehydraten, 
Stickstoffverbindungen, Mineralstoffen und Wuchsstoffen verbessert 
den physiologischen Zustand der Hefe derart, daB sie dann wieder 
in der Lage ist, anstandslos einige Fiihrungen in der ihr weniger 
zusagenden diinneren Wiirze durchzuhalten. Auch Rubner fand bei 
seinen Versuchen, da8B eine Futterung mit Stickstoff der Hefe eine 
groBere- Widerstandskraft gegen die schwdchende Wirkung ein- 
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facher Zuckernahrung verleiht. Eine einmalige Peptonfiitterung 
hatte die schwachende Wirkung von sechs Zuckerfiitterungstagen 
aufgehoben. 


Unter den anormalen Gdrungserscheinungen scheint 
die kochende Garung mitden Stickstoffverhaltnissen in einem 
gewissen Zusammenhang zu stehen. Besonders auffallend und hau- 
fig trat die kochende Garung in den Jahrgangen 1904, 1911 und 1921 
auf, die infolge Hitze und Trockenheit zu notreifen Gersten Ver- 
anlassung gaben. Feucht gelagerte oder iiberléste Malze sollen nach 
Delbriick und Hayduck (259), gerne kochende Garung erzeugen, weil 
ihr Uberreichtum an leicht assimilierbarem Stickstoff geile Hefen 
liefert, die ungewodhnlich lebhafte Gartatigkeit entwickeln. Keil 
(260) andrerseits betrachtet auch kurz gewachsene Malze in Ver- 
bindung mit Gipswassern als Veranlasser von an kochende Garung 
erinnernden Erscheinungen. Harder (261) wiederum fand, da in 
Bottichen, in welche besonders viel .Feintrub gelangte, vereinzelt 
kochende Garung auftrat. Keil hat als Abhilfe Zugabe von Hefen- 
absud zur garenden Wiirze empfohlen, was jedoch mit Rticksicht 
auf den Geschmack mit Vorsicht zu geschehen hat. Auch Malzmehl- 
zusatz wird manchmal als Abhilfe empfohlen. 


5. Lagerung des Bieres. 


Von den mannigfaltigen Vorgangen, welche bei der Nachgarung und 
Lagerung des Bieres stattfinden, interessieren im Rahmen unserer 
Problemstellung nur jene, welche die Stickstoffverhaltnisse be- 
treffen. 

Die Kohlensaurebindung, die wahrend der Lagerung des Bieres er- 
reicht wird, ist in Bezug auf den Einflu8 von Stickstoffverbindungen 
nur im allgemeinen untersucht worden. Es spielen dabei die kolloid- 
und dispersoidchemischen Eigenschaften hochmolekularer Substan- 
zen, unter ihnen auch EiweiBabbauprodukte eine Rolle. Fink und 
Berwald (262) untersuchten die Kohlensdureentbindung im Schut- 
tel-Girthermostaten unter genau festgelegten Bedingungen und 
zwar an einem normalen Bier (I), einem solchen, zu dessen Herstel- 
lung 10 % der Schiittung an Briihmalz (IJ), und 25 % Brithmalz Ver- 
wendung fand (III). Aus den Versuchsprotokollen sei nur ein kur- 
zer Auszug zur Beleuchtung der VerhAaltnisse gebracht. 


In % der Gesamt COs wurden entbunden: 
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I II Ill 


nach 5 Min 12,22 12,20 10,14 
OOD aa 35,59 29.66 7 28,48 
» 40 Min. 46,06 42,41 38,31 
SECO 51,66 48,51 45,07 


Der Gehalt des Brihmalzes an Kolloiden giinstiger Dispersitaét und 
Quellung, unter denen auch die EiweiBabbauprodukte eine Rolle 
spielen, hatte also das Kohlensdurebindungsvermégen nicht un- 
erheblich verbessert. 

Kin weiterer wichtiger Vorgang bei der Lagerung des Bieres ist 
seine moglichst vollkommene Klarung. Das Jungbier kommt mit 
mehr oder weniger zahlreichen Hefezellen, mit feinen Suspensionen- 
ins Lagerfa8. Durch die Abktihlung von Garkellertemperatur (5°) 
auf Lagerkellertemperatur (0—1°) treten erneut Triibungen auf, die 
hauptsachlich von EiweiSgerbstoffverbindungen, an welche sich je- 
doch noch andere Kolloide wie Bitterstoffe adsorptiv anlagern, ver- 
ursacht werden. Beférdert wird die Klarung durch eine normale 
flotte Nachgaérung. Die. mechanische Bewegung, welche von den 
Hefen und den sich bildenden Kohlensdureblaschen in der Wiirze 
verursacht wird, bringt einerseits die durch.das Abkiihlen instabiler 
gewordenen Teilchen zur Koagulation, andrerseits wirkt die sich 
schlieBlich abscheidende Hefe adsorptiv, sie zieht die Suspensionen 
an ihre Oberflache und fiihrt sie mit ins Gelager. Diese Ausschei- 
dungs- und Klarungsvorgange sind bei trager Nachgarung ungenii- 
gend und deshalb solche Biere unedler und oft ungentgend geklart. 
Zusatz von Krausen bringt mit der verstairkten Nachgarung auch 
bessere Klarung und Reife des Geschmackes zustande. 

In richtiger Erkenntnis, daB die Oberflachen fiir die Klarungsvor- 
gange im LagerfaB& von besonderer Bedeutung sind, hat man schon 
seit langem durch das Spanen zusitzliche Oberflichen in das lagernde 
Bier gebracht. 

Das Spénen hat nur dann vollen Erfolg, wenn das Bier in kraftiger 
Nachgarung und Bewegung ist, weil nur auf diesem Wege die Trii- 
bungen und Hefezellen mit den spanendwirkenden Oberflichen in 
mechanische Beriihrung gebracht werden. Bei den auferordentlich 
groBen Oberflachen der Mammuthbiospine geniigen 10—12 g pro 
Hektoliter fiir einen guten Klareffekt. 

Ein wahrend der Lagerung des Bieres fast immer zu beobachtender 
geringfugiger Riickgang der aktuellen Aziditat oder ein Ansteigen 
des pH ist einerseits darauf zuruckzuftihren, da& durch die Ab- 
scheidung von Gelager Kolloide von saurem Charakter wie Bitter- 
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stoffe, EiweiBk6rper abgeschieden und allBerdem von der Hefe, be- 
sonders von geschwachter und absterbender, Stoffe von héherem 
pH als es das Bier aufweist, abgegeben werden. DaB® es sich dabei 
im wesentlichen um Stickstoffverbindungen handelt, hat Geys (263) 
durch Analyse von Jungbier, Vorhefen- und Kernhefenbier nach- 
gewiesen, wie folgende Werte zeigen:. 


Farbe mgN in 100 ccm pH 
8%iges helles Jungbier 


nach 5 Tagen gefaBt 0,7 42.45 4,58 
Vorhefebier 2,0 45,92 6,03 
Kernhefebier eS 50,96 7,03 


Da Geladger- und HefenpreBbiere die Farbe erhéhen und ihr einen 
unreinen Ton verleihen, den Geschmack verschlechtern und die 
Neigung zu Eiweiftriibungen erhdhen, empfiehlt es sich, sie mit 
Adsorptionsmitteln wie Aktivkohle oder Deglutian zu behandeln. 
Die bereits wahrend der Hauptgarung stattfindende Ausbildung von 
Aroma und Bouquet, findet ihre Fortsetzung bei der Lagerung, wo 
sie in einer Ausreifung und Veredelung derselben besteht. Daf da- 
bei wiederum Stickstoffverbindungen und zwar niederen Molekular- 
gewichtes beteiligt sind, zeigen Versuche von Glimm und Stentzel 
(1. c. 249), fiir welche als einziges Beispiel folgende an einem hellen 
Biere gemachten Beobachtungen dienen sollen. 


Helles 12,5 %iges Bier 


Lagerzeit 

Jungbier 2 5 7  10Wochen 
Alkohol Gew. % 3,48 3,84 3,90 3,84 3,84 
Fuseléle Vol. °/oo 0,2245 0,2401 0,2442 0,2587 0,2650 
Ges. Saure als Milchs. 
g/100 ccm 0.0935 0,1154 0,1068 0,1024 0,0948 
Esterzahl g/1 0,0862 0,0982 0,0125 0,1081 0,1095 
Formol-N 
mg/100 ccm 27,8 21 yi 20,5 18,8 18,2 


Hodhere Alkohole und Ester erfahren wahrend der 10wéchentlichen 
Lagerung eine Zunahme, der formoltitrierbare Aminostickstoff 
eine Abnahme. Eine bisher noch nicht studierte Frage ist es, wie 
sich die Qualitét der Protéine und ihrer Abbauprodukte und damit 
die Gerstenprovenienz auf das Aroma und -Bouquet eines Bieres 
“auswirken, denn es wird nicht gleichgiiltig sein, ob an der Aroma- 
bildung vornehmlich z. B. Leucine (Amylalkohole) oder die aus 


213. 


Tyrosin und Phenylalanin entstehenden Tyrosol oder Phenylaethanol 
bezw. deren Ester vorzugsweise sich beteiligen. 

Auch die Reifungs- und Veredelungsprozesse, die wahrend der © 
Nachgarung ablaufen und sich von denen der Hauptgarung sinnfallig 
unterscheiden, bedtirfen noch einer griindlichen wissenschaftlichen 
Bearbeitung. 


6. ES irkt2-3a tion: 


Die Veranderungen, welche das Bier durch das Filtrieren erleidet, 
sind in letzter Zeit Gegenstand von Untersuchungen gewesen, von 
denen vornehmlich jene J. De Clercks (264) zu nennen sind. Nach 
diesen wirkt sich die Adsorptionskraft des Filters besonders sinn- 
fallig zu Beginn des Filtrierens aus, sodaf& die ersten Hektoliter oft 
erheblich in Zusammensetzung und Qualitaét verandert werden, wes- 
halb ein Verschnitt bezw. eine gute Mischung des filtrierten Bieres 
ratsam erscheint. Von den analytischen Befunden ist zu erwdhnen, 
dafi vom Stickstoff am Anfang der Filtration etwa 5% an die Filter- 
masse adsorbiert werden. Es handelt sich dabei wohl vornehmlich 
um hochmolekulares, teils in suspensoider (Triibungen), teils emul- 
soider Form vorliegendes EiweiB, dessen Entfernung sich auch auf 
den am Anfang der Filtration beobachteten Viscositatsabfall. aus- 
wirken diirfte. Einige Zahlenwerte aus unveroffentlichten Versuchen 
von C. Geys zeigen die Veranderung der Stickstoffverhaltnisse wih- 
rend des Filtrierens, wobei durch Vergleich des Bieres vor und nach 


dem Filter der Gesamtvorgang des Filtrierens erfaBt wurde: e 
dunkles Export helles Export 

vor nach Filter vor nach Filter 
Viscositat 176,5 173,4 158,2 155,4 
Gesamt N 86324 84,00 83,44 80,64 
Formol N 21,0 Lie 26,25 23,63 


Auffallend an diesen Zahlen ist, daB auch der Formol-Stickstoff in 
erheblichem MaBe vom Filter herausgenommen wird. Vielleicht 1aBt 
sich diese Tatsache mit der in neuester Zeit gemachten Feststellung 
erklaren, daB Aminosduregemische durch Chromatographie an Fil- 
trierpapier oder Filtermasse sich adsorbieren und differenzieren las- 
sen, wobei allerdings die Wahl des Lésungsmittels von Bedeutung 
ist. Das alkoholisch-wisserige Milieu des Bieres mag mdoglicherweise 
im Sinne einer Adsorptionsbegitinstigung des Aminostickstoffs wirken. 
Durch das Filtrieren des Bieres nimmt seine Kalteempfindlichkeit ab,” 
wie z. B. Hartong (265), Kretschmer und Emslander (266) und ins- 
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besondere Richardt und Helm (267) feststellten. MaBgebend ist die 


Art der Filtermasse, ob alt oder neu, ob reine Zellulose oder ver- 
mischt mit Zus&tzen wie Asbest, Kieselgur, die Art der Pressung 
und damit die Scharfe der Filtration und schlieBlich die Menge des 
filtrierten Bieres. . 

Nach Richardt und Helm Aufert sich das Alter der Filtermasse auf 
die Kaltetriibung folgendermaBen: 


Kaltetrubung 
f alte neue Filtermasse 
0—140 hl 8 90 
140—180 hl 50 170 
280—420 hl 55 140 


Alte Filtermasse filtriert scharfer als neue, das erst filtrierte Bier 
ist scharfer filtriert und daher weniger kalteempfindlich. Gew6hn- 
liche Filtermasse und solche, die mit Asbest versetzt war, lieferten 
bei 3 atu Filterdruck Bier mit durchschnittlich 166 ynd 98 Kalte- 
trubung, woraus die Verscharfung der Filtration durch die Asbest- 
zugabe ersichtlich ist. ; 

Das Filtrieren des Bieres kann sich in verschiedener Weise auf die 
Schaumhaltigkeit auswirken. Die meisten Autoren finden eine ‘Ab- 
nahme derselben, was mit den Erfahrungen der Praxis tiberein- 
stimmt. Da dieser Riickgang der Schaumhaltigkeit auf die eingangs, 
erwahnte Adsorption von Kolloiden an die Filtermasse zurtickzu- 
fiihren ist, wird die Scharfe der Filtration im groBen Ganzen der 
Beeinflussung der Schaumhaltigkeit parallel gehen. Bei den bekann- 


_ ten Zusammenhangen zwischen Schaumhaltigkeit und Vollmundig- 


keit darf man den — tbrigens von der Praxis erfahrungsgemaB be- 
statigten — Schlu8 ziehen, dafi die Filtration, besonders je scharfer 


sie wirkt, auch die Vollmundigkeit des Bieres herabsetzt. Aus die- 


sem Grunde ist es auch versténdlich, warum die bei dunklen Bie- 
ren vom Miinchner Typ oft nur gebrauchliche Spanung unter Ver- 
zicht des Filtrierens in Schaumhaltigkeit und Vollmundigkeit so 
ausgezeichnete Biere liefert. Von diesem Gesichtspunkt aus erscheint 
auch das in neuerer Zeit sich einftihrende Zentrifugieren des Bie- 
res (siehe Liiers 267a) in neuem Lichte, da beim Separieren die Ad- 
sorption von Kolloiden an die Filtermasse in Wegfall kommt. 
Wenn hier des 6fteren von Kolloiden gesprochen wurde, so sind sub- 
stantiell an ihnen in erheblichem Mafe Proteine bezw. deren hoch- 
molekulare Abbauprodukte beteiligt, woraus sich eben die Notwen- 
digkeit ableitet, auf diese Verhaltnisse im Hinblick auf unser Thema 
kurz hinweisen zu sollen. 
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E. Das fertige Bier 


a) EiweiBtrubungen. 


Unter den verschiedenen, die Qualitaét des Bieres beeintrachtigen- 
den Tribungen sind im Rahmen dieser Abhandlung nur die EiweiB- 
trubungen von Interesse. Trotzdem sie lange bekannt sind und sich 
viele Forscher im Laufe der Zeit damit beschaftigt haben, konnten 
doch erst die Arbeiten der letzten 10—15 Jahre Klarheit in manché 
widersprechende Ansicht bringen. 
Helm (268) teilt die Eiweiftriibungen lediglich in KAltetriibungen 
und Oxydationstriibungen ein, wahrend Liiers (269) und Enders (270) 
eine Unterteilung in 
~ Reine EiweiStriibungen, 
Kiweib-Gerbstofftribungen (Kalte-Oxydationstriibung) 
und Metall-EiweiBtriibungen 


vornehmen. 


1.Reine Eiwei&Btriibung. 


Was die eben genannten Autoren veranlaBte, diese Art der Triibun- 
gen als selbstandige Gruppe zu betrachten, ist der Umstand, daB sie 
auBerlich in Form feiner Fliéckchen auftreten, die sich von der 
Kaltetriibung durch ihr nicht wieder in Losunggehen beim Erwar- 
men unterscheiden. Von der Oxydationstriibung unterscheidet. sie 
sich durch das meist plétzliche Auftreten in voller Starke, wahrend 
die Oxydationstriibung langsam tiber Opaleszenz, Schleirigwerden, 
Bodensatzbildung in Erscheinung tritt. Das plotzliche Auftreten der 
reinen Eiweiftriibung wurde z. B. manchmal beim Pressionsaus- 
schank vom Fafbier beobachtet, wenn der Kohlensauredruck un- 
vermittelt entlastet wurde. Auch Fasser, die z. B. halb entleert tiber 
Nacht unter CO»s-Pression stehen, kénnen rasch triib werden. Ferner 
sind Falle aus der Praxis bekannt, wonach scharf durch Klarungs- 
schichten vorfiltriertes und durch Entkeimungsschichten steril fil- 
triertes, blitzblankes Bier sich im Verlauf eines Tages durch $Ei- 
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weiBausscheidung triibte. Wie bei den meisten EiweifStriibungen wird 
es sich auch hier nicht um reines Eiwei8, sondern um kolloide Ad- 
sorptionsverbindungen oder Symplexe von EiweifS mit anderen 
Kolloiden handeln. Welcher Art der die Triibung verursachende Ei- 
weiSikorper ist, ist nicht bekannt. Es kann sich wie Hartong (1. c. 196) 
zu beweisen glaubt, um ein denaturiertes Albumin der Gerste han- 
deln, das nicht gentigend durch Hopfenkochen und Garung ausge- 
schieden wurde und in instabilem Zustand im Bier enthalten ist. 
Es kann sich weiterhin auch um eine der Globulinkomponenten han- 
deln, tiber die ktirzlich Sandegren (1c. 4) berichtete (siehe Kiihl- 
tribung im Sudhaus). 

SchlieBlich kénnte man auch an eine Mitbeteiligung von Hefe- 
proteinen denken, denn es ist nach W6llmer (1.c. 243) bekannt, daB 
beim Verschneiden von Gelagerbier mit normalem Bier schon nach. 
Stunden oder Tagen eine auBerst fein verteilte Triibung auftreten 
kann, die darauf zurtickzufiihren ist,.daf8 das Gelagerbier mit seinem 
nahe an den Neutralpunkt heranreichenden pH erhebliche Mengen 
von Hefeproteinen enthalt, die nach dem Verschneiden und Er- 
reichen ihres isoelektrischen Punktes (pH 4,5—5) ausfallen kénnen. 
Manche Falle von in der Praxis beobachteter, besonders stark aus- 
gepragter Instabilitat konnen unter Umstanden auf ein ungtnstiges 
Verschnittverhaltnis mit Gelagerbier zuriickgeftihrt werden. 


2.DieKaltetrtibung. 


Die neueren Arbeiten, welche eine sehr befriedigende und wider- 
spruchslose Aufklarung der KaAltetriibung im letzten Jahrzehnt 
brachten, wurden bereits anlaBlich der Kiihltriibung beim Kuhlen 
der Wiirze citiert und referiert. Es moge gentigen, hierauf zu ver- 
weisen. 

Hier mégen noch einige phaenomenologische Tatsachen, die Kalte- 
.triibung betreffend kurz Erwahnung finden. 

Einen auffallenden EinfluB auf die Intensitat der Kiltetriibung ubt 
die Temperatur, bei der das abgefiillte Bier gelagert wird, aus. Aus 
den von Helm (271) mitgeteilten graphischen Darstellungen lassen 
sich ungefahr folgende Zahlenwerte entnehmen. 


Zeit Temperatur 2° 15° 30° 

Tage KAaltetriibung vor nach Pasteur. vor nach Pasteur. vor nach Pasteur. 
0 20 40 22 40 30 43 
Rew: 28 53 38 68 80 100 
5 23 57 75 90 108 130 
9 28 68 ~ 85 106 182 200 


217 


Daraus geht eindeutig hervor, daB das Bier um so mehr zur Kalte- 
tribung neigt, je héher die Temperatur ist, bei welcher es gelagert 
wurde. Schon ein einfaches Temperieren des Bieres auf 30°> wozu 
eine Zeit von einer halben Stunde erforderlich ist, genugt, um die 
Kaltetriibung von 20 auf 30 zu erhdhen. Flir die Praxis ergibt sich 
damit die wichtige SchluBfolgerung, abgefiilltes Bier nicht nur in 
der Brauerei, sondern auch auf dem Transport und bei den Ver- 
teilern moglichst ktihl zu halten. 

Luftsauerstoffzutritt beim Abfillen verstarkt die Kaltetriibung, wie 
sowohl Helm als auch Kretschmer und Emslander feststellen. Me- 
tallspanung am Lagerfafi ergab in allen Fallen eine ungiinstige Be- 
einflussung der KAaltetriibung. Beide Einfliisse, Sauerstoff und Me- 
tall, beeinflussen die eine oder die andere Komponente der K§Alte- 
.trubung im Sinne einer Herabsetzung der Léslichkeit und der Ver- 
groberung der Dispersitat, Sauerstoff, indem er den Gerbstoff ins 
Phlobaphen verwandelt und damit die KAltetriibung allmdhlich in 
die Oxydationstriibung tberfiihrt, Metalle, indem sie mit der Ei- 
weiBkomponente unldésliche MetalleiweiBkomplexe bilden und die 
Kaltetriibung in MetalleiweiBtriibung verwandeln. 


Nacktmalze liefern nach Kretschmer und Emslander kAltebestdn- 
digere Biere als bespelzte Malze, was auf die Herabsetzung der Gerb- 
stoffkonzentration durch Wegfall des Spelzengerbstoffes zuruckge- 
fihrt werden kann. | 


Daf Staubhefen immer kalteempfindlichere Biere liefern als Bruch- 
hefen, deuten Kretschmer und Emslander damit, daB der infolge 
hoherer Vergaérung durch Staubhefen bedingte héhere Alkoholgehalt 
ein starkeres Lésungsvermégen fiir die in Decken und an der Bot- 
tiichwand ausgeschiedenen Trubstoffe besitzt. Ofteres Abheben der 
Decken erhoht die Kaltebestandigkéit der Biere. 

Beztiglich des pH-Einflusses auf die Kaltetribung fanden Ltiers und 
Enders (272) eine starke Zunahme von pH 5,3 bis 4,3 und beim Uber- 
schreiten dieses pH-Wertes wieder eine Abnahme, wahrend Helm 
(273) mit fallendem pH eine dauernde Zunahme der KAaltetriibung 
beobachtete. Hartong, Enders und Saji (274) erklaren diese Dis- 
krepanz durch Uberlagerung einer mit abnehmenden pH ansteigen- 
den Dehydratation und einer Umladung der Proteinmolekiile, deren 
Auswirkung von Fall zu Fall verschieden ausfallt. 

Sehr stark wird die Kaltetriibung durch Zusatz von Tannin zum 
Bier verringert, wie folgendes von Helm stammende Beispiel zeigt: 
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; Tannin g/hl KAaltetriibung nach 


0 Pape he 30 Tagen 
0 350 700 800 
8 2 Y 50 


' Behandlung des Bieres mit AdsorptionsmittelIn am Lagerfa® oder 
beim Abfiillen z. B. mit Klarasbest, noch wirksamer mit Kieselgur, 
Bolus oder Deglutan vermindert erheblich oder beseitigt ganzlich 
die Kaltetriibung, gleichzeitig auch die Oxydationstriibung (Hessel- 
berger 275). 


Wahrend Tannin und Adsorptionsmittel den ganzen die Triibung 
bedingenden Komplex aus dem Bier herausnehmen, wirken pro- 
teolytische Enzyme dadurch stabilisierend, daB sie hochmolekulare 
Eiweifstoffe in niedriger molekulare Spaltstiicke abbauen, welche 
nicht mehr triibungsbildend sind. Als Proteinasen finden gewéhnlich 
Papain mit einem dem Bier entsprechenden pH-Optimum von 4—5 
und Pepsin mit einem pH-Optimum von 1,5—2 Verwendung. Trotz 
dieses weit vom pH des Bieres entfernt liegenden Optimums erzielt 
man mit dem Pepsin sehr kraftige Wirkungen, die wahrscheinlich 
auf Enzymkomponenten im Pepsin, z. B. vom Typ des Kathepsins 
zuruckzufiihren sind, deren pH Optimum bei 4 bis 5 liegt. Ein be- 
kanntes Enzympraparat zur Beseitigung der KAaltetriibung (Chill- 
proof) ist das Collupulin der Wallerstein Co. New York. Die Wir- 
kung dieser Enzyme geht aus folgender Tabelle (Helm) hervor. 


Pilsner Bier 10,7% pasteurisiert. 
Enzymzusatz abgefillt Kaltetriibung abgektihlt u.Stehen bei 20° 


g/hl unter 0 4 12 30 Tage 
0 Luft Sip 285 450 — 
COz 175 225 450 — 
0,2 Luft 40 10 16 14 
Pepsin COz 30 10 + 3 
* 0,06 Luft 50 85 150 a 
Papain CO2 30 75 95 oo 
0,10 Luft 0 0 5 25 
Papain CO2 0 2 5 18 
0,2 Luft 0 0 7 20 
Papain COz 2 0 5 10 


_ Die Tabelle 148t erkennen, da& sowohl Pepsin wie Papain die Kalte- 
empfindlichkeit des Bieres auferordentlich herabsetzen. Gleichzei- 
tig mit der Verminderung der Kaltetrubung geht eine analytisch 
feststellbare Verfingerung des tanninfallbaren und in geringem 
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MaBe auch des koagulierbaren Stickstoffs einher. Da das Papain 
sauerstoffempfindlich ist, ist seine Wirkung in den mit Kohlensaure 
abgefiillten Bieren etwas stirker. Die Schaumhaltigkeit wird durch 
die Wirkung der Proteinasen nur wenig verringert und zwar durch 
Pepsin etwas starker als durch Papain. Schiitteln verstarkt die Kalte— 
triibung ziemlich betrachtlich. 

Zuletzt sei noch darauf hingewiesen, daB nach den Untersuchungen 
von Kolbach und Wilharm (275a) die Kaltetribung und Kalte- 
empfindlichkeit der Biere mit fallender Stammwirzekonzentration 
rasch abnimmt, wie folgende Ubersicht zeigt. Die Hopfengabe war 
mit 200 g/hl in allen Fallen die gleiche. 


Stammwiirzegehalt % 12 6 3 
Bier nach Hauptgarung 

Kaltetriibung nach 2 Stunden bei 0° 490 250 ‘126 
Bier nach Lagerung 

Kaltetriibung nach 48 Stunden bei 0° 150 50 10 


3. Die Oxydationstriibung. 


Die Oxydationstriibung unterscheidet sich von der KAltetriibung da- 
durch sehr charakteristisch, daB sie durch Erwarmen des Bieres 
nicht mehr wieder zum Verschwinden gebracht werden kann. Auch 
wird ihr Auftreten .normalerweise erst nach Verlauf langerer Zeit 
beobachtet. Man hat diese Triibung friiher auch als ,»echte Protein-— 
trubung‘‘ benannt, und wollte damit wohl zum Ausdruck bringen, 
daB sie von hochmolekularen, genuinen Eiweifstoffen hervorgerufen 
wird, wofitir aber exakte Beweise mangeln. Eine viel gebrauchte Be- 
zeichnung dafiir ist auch die der Pasteurisiertriibung, die besagen 
sollte, daB sie als Folge des Pasteurisierens auftritt. Auch dies ist 
nicht richtig, da Biere, welche nicht pasteurisiert wurden, ebenfalls 
diese Triibung aufweisen, wenngleich nicht zu verkennen ist, daB 
die mit dem Pasteurisieren verbundenen Alterationen des Bieres das 
Auftreten dieser Triibungsart beférdern kénnen. Um Verwirrungen 
zu vermeiden, soll deshalb der von Helm gemachte Vorschlag an- 
genommen werden, wonach kiinftig diese nun zu behandelnde Trii- 
bungsart als Oxydationstriibung bezeichnet werden soll. 


Die Begriindung fiir diese Bezeichnung liegt darin, daB eine durch 
den Luftsauerstoff des Bieres verursachte Oxydation der fiir das 
Auftreten der Triibung wesentlich verantwortliche Faktor ist. Mo- 
dellversuche von Enders an Proteingerbstoffsystemen zeigten, daB 
die Triibung beim Durchleiten von Sauerstoff jeweils bedeutend stir- 
ker in Erscheinung trat, als beim Durchleiten von Stickstoff. Reine 
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EiweiSlosungen zeigen kein derartiges Verhalten, sodaB die Ver- 
starkung der Triibung auf Konto des Gerbstoffes zu schreiben ist. 
Die Gerbstoffe gehen unter dem Einflu& des Sauerstoffes in Phloba- 
phene uber, wodurch sich ihre eiwei®fallende Wirkung erhoht. 


Auch diese Triibung besteht niemals aus reinem Eiweif8, sondern 
aus einem Symplex organischer und anorganischer Kolloide. Liiers: 
und Landauer (276) isolierten aus 1 hl pasteurisiertem Bier etwa 
1 g Triibungssubstanz mit 40,8 % Protein und 11 % Asche. Gerbstoff 
lieB sich nachweisen. : 

Wie Helm (1.c 273) mitteilt, erhielten Jessen-Hansen und Vimpel 
aus einer grofen Zahl von im Schaukelschrank geschiittelten pasteu- 
risierten Bieren durchschnittlich 1,3 g Triibungssubstanz pro hl, mit 
einem mittleren EiweiBgehalt von 54%. Unter den Aschenbestand- 
teilen fallt der- hohe Gehalt an Kieselsdure auf, die infolge ihrer 
kolloiden Eigenschaften und ihrer negativen elektrischen Ladung 
zur Symplexbildung mit dem Eiweif-Gerbstoffkomplex besonders 
geeignet erscheint. 

Die heutige Ansicht tiber das Zustandekommen der Oxydations- 
triibung ist die, daB die aus EiweiBgerbstoffsymplexen bestehende 
KaAltetriibung durch Oxydation der Gerbstoffkomponente zum Phlo- 
baphen in die EiweiB-Phlobaphenverbindung tbergeht, womit sich 
die Eigenschaften der K4altetriibung Andern, insoferne die Wieder- 
léslichkeit der Kaltetribung beim Erwarmen verloren geht und die 


- Oxydationstriibung irreversibel unloslich ist. Wir sind aber mit 


Helm der Ansicht, da8 eine véllige Identitat beider Triibungen nicht 
besteht, weil Kaltetriibung und Oxydationstriibung nicht in gleicher 
Weise durch die Proteinasen Papain und Pepsin beeinflu8t werden 
(siehe spater). . ; 
Die Messung der Oxydationstriibung erfolgt auf nephelometrischem 
Wege, indem die Bierproben langere Zeit einer schiittelnden Be- 
wegung ausgesetzt werden, wofiir nach Helm (1.c 268) Schittel- 
schranke mit waagerechter Bewegung oder solche mit senkrechter 
(Springschrank) Verwendung finden. Beispiel: 


Oxydationstriibung gemessen nach 


a 


5 10 20 40 Tagen 
nicht geschittelt — 0 0 35 
Schaukelschrank — 4 12 41 
Springschrank 1 ‘i 16 63 


Von besonderem Einflu8 auf die GréBe der Oxydationstriibung ist 
die Art der Abfiillung, namlich unter Gegenwart oder AusschluS 
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von Luft. Nachdem man heute weiB, da die Oxydationstriibung, 
wie ihr Name sagt, auf eine Oxydation der Gerbstoffkomponente zu- 
ruckzufiihren ist, muB der Zutritt von Luftsauerstoff zum Bier beim 
Abfiillen triibungsverstarkend, sein Ausschlu8 triibungsvermindernd 
wirken. Dafiir sind eine groBe Anzahl von unwiderleglichen Bewei- 
sen erbracht worden; es mag geniigen, auf die schon Ofters zitierten 
Arbeiten von Helm hinzuweisen. Praktisch haben diese Beobachtun- 
gen ihre Nutzanwendung in der luftfreien Abfullung des Bieres 
(Kohlensaurevorftillung, Aufschdumen im Flaschenhals) gefunden. 
Tanninzusatz setzt die Oxydationstrubung (ebenso die Kaltetrubung) 
sehr erheblich herab, z. B. von 233 ohne Tannin auf 51 mit 8 g Tan- 
nin je hl (Helm). : 

Mechanische Adsorptionsmittel, z. B. Deglutan (Protexverfahren)} 
oder Kieselgur, Bolus u. a. (Hesselberger 275) entfernen auf einem 
das Reinheitsgebot nicht verletzendem Wege die Oxydationstriibung 
in befriedigender Weise. 

Schweflige Saéure und deren Salze wirken auf chemischem Wege 
durch Unschadlichmachung des Sauerstoffs triibungsverhindernd, 
oder mindestens triibungsverringernd. 

Wie aus den von Sandegren (1l.c. 4) referierten Arbeiten der-schwe- 
dischen Forscher hervorgeht, ist die Kaltetriibung befahigt, Sauer- 
stoff aufzunehmen und zwar in einem zeitlichen Vorgang, der nach 
einer anfanglichen Induktionsperiode allmahlich zu stark zuneh- 
mender ‘Intensitaét fiihrt. AnlaBlich der Kiihltriibung wurde hierauf 
bereits hingewiesen. Da in der Kaltetriibung des Bieres Schwer-— 
metalle wie Kupfer und Eisen gefunden wurden, ist der SchluB nicht 
von der Hand zu weisen, daB diese Metalle auf die Sauerstoffauf- 
nahme der KaAltetriibung einen katalytischen Einflu8 ausiiben. 

Die vorhin eben erwahnte Wirkung der schwefligen Saéure bezw. 
ihrer Salze beruht auf der Herabsetzung des Redoxpotentiales des 
Bieres; in ahnlichem Sinne wirkt sich das Abfiillen unter AusschluB8 
des Luftsauerstoffes auf das pH des Bieres aus. 

Pepsin setzt bereits in einer verhaltnismaBig geringen Menge 
(0,2 g/hl) die Oxydationstriibung herab, wéhrend die gleiche Menge 
Papain, die auf die Kaltetriibung sehr stark erniedrigend wirkte, die 
Oxydationstriibung eher noch verstirkte. Erst die in der Praxis 
ublichen Mengen von 0,5 bis 1 g/hl Papain wirken nach allgemeinen 
Erfahrungen giinstig auf diese Tribungsart ein: - 

Schutzkolloide, wie hoher Dextrin- und Melanoidingehalt wirkt sich 
trubungsverringernd aus, doch laBt sich damit die Triibung nicht 


in einem technisch fiir Exportbiere brauchbarem Ausma8 be— 
kampfen. 
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Die technischen MaBnahmen, welche zur Verhinderung. der Oxyda- 
tionstrubung einzuschlagen sind, wurden von verschiedenen Seiten 
éfters diskutiert. Altere Veréffentlichungen stammen von Visez (277) 
u. F. Emslander (278), neuere von Dietsche (279), um nur die wich- 
tigsten fur interessierte Leser zu nennen. Ferner ist hier auch auf 
die umfangreiche Literatur tiber das Redoxpotential und viele Pu- 
blikationen tiber die Rolle des Sauerstoffes beim Abfiillen zu ver- 
weisen, die einzeln hier aufzufiihren nicht der Platz ist. 


4. Die MetalleiweiBtriibung 


Diese Art von EiweiBtriibung kommt dadurch zustande, da& Schwer- 
metallionen, welche infolge Bertihrung des Bierés mit blanken Me- 
talloberflachen in Lésung gehen, mit EiweiSkérpern irreversibel un- 
losliche Verbindungen eingehen. Die Triibungen treten hin und wie- 
der als Schleier, manchmal auch als flockige Niederschlage auf, die 
sich von der KAaltetrubung durch ihre Unloéslichkeit beim Erwarmen 
deutlich unterscheiden. e 


Bereits lange Zeit zurtickliegende Versuche von Siebel (280) zeig- 
ten, da nach Dialyse des Bieres nur die im Dialysator zurtickblei- 
bende Fraktion die Metalleiweiftriibung lieferte, woraus er schloB, 
da8 nur hochmolekulares Eiwei8 zur Bildung der Trtibung be- 
fahigt ist. 

BeRannt ist, daB sowohl duferst geringe, als auch groRe Mengen 
von Schwermetallen EiweiB zu fallen vermégen, wahrend dazwi- 
schen eine Zone der Wiederauflésung des Niederschlages liegen 
kann. Fiir die Praxis der Brauerei spielen nur die durch sehr ge- 
ringe Metallmengen hervorgerufenen Fallungen eine Rolle. Als 
triibungserzeugende Metalle kommen in erster Linie Zinn, Eisen 
und Kupfer in Betracht. 

Am meisten hat man sich mit der Zinntriibung des Bieres beschaf- 
tigt und festgestellt, daB die unter 18°C vorliegende amorphe Mo- 
difikation des Zinnes, die auch zur Zinnpest Veranlassung gibt, an- 
scheinend auch leicht angreifbar ist und damit leicht trubungsver- 
ursachend wirkt. Die Neigung zur Triibung wird auch durch hohe 
Aziditat, sowie durch groBe Oberflachen u. B.. Verzinnung statt mas- 
sives Zinn, durch vagabundierende Stréme begiinstigt. Schutz- 
kolloide wie Dextrine und Melanoidine (dunkles Bier) und Schutz- 
iiberziige aus Bierstein wirken tribungsverringernd. 

Chabot, Delie und Gaeremynck (281) beobachteten vor kurzem, daB 
bei der Beriihrung von Bier mit Zinn bereits nach 4 Stunden eine 


223 


Erhéhung der Oberflachenspannung eintritt, die nach 24 Stunden 
sich nicht mehr verstarkte. Erst nach 24 Stunden wurde das Bier 
triib. Daraus ist zu schlieBen, daB das Zinn mit oberflachenaktiven 
Stoffen reagiert, was schon zu einer Zeit, wo das Bier noch frei von 
Triibung ist, messend verfolgt werden kann. Die léslichen Bestand- 
teile des Hopfens geben mit Zinn keine Triibung, Peptone und ahn- 
liche EiweiBabbauprodukte liefern nur schwache Tribungen, wah- 
rend unter den hochmolekularen Proteinen sich besonders Edestin 
und Glutelin als instabil gegen Zinn erweisen. Edestin und Glutelin 
kommen jedoch als solche im Bier nicht mehr vor, jedoch hochmole- 
kulare Abbauprodukte derselben. Aber nicht nur die EiweifSkorper 
als solche, sondern auch Eiweib-Gerbstoffverbindungen vermogen 
mit Zinn zu reagieren, wie vor kurzem Helm (10 c. cit. 273) in aus- 
fiihrlichen, instruktiven Studien tiber die Metalltriibungen nach- 
weisen konnte und damit experimentell den Beweis tuber den ver- 
muteten Zusammenhang von Proteintriibungen mit MetalleiweiB- 
triibungen erbrachte. Zur Erlauterung der Verhaltnisse sei folgen- 
der Auszug aus den Ergebnissen von Helm gebracht. 


EinfluB von Zinn auf Bier. 


mg Zirtn 44 abgefullt Kaltetriibung nach BLepenNe Triibung nach * 
unter Stehen bei 12°in Tagen Schttteln bei 20° in Tagen 

0 30 10 20 40 60 

0 ! Luft’ 263 pba sey, 7 41 83 
1,0 273 0 778 925 1000 756 

0 ! CO2 152 575 0 0 5 10 
1,0 250 50 600 738 825 594 


Daraus ist zu ersehen, daB die sofort nach dem Pasteurisieren meB- 
bare Kaltetriibung durch Zinn nur wenig ‘beeinfluBt wird. Nach 
30 Tagen dagegen hatte das Zinn eine deutliche Abnahme der KAlte- 
trubung bewirkt. Die bleibende Triibung nimmt im Laufe der Zeit 
stark zu und zwar auf Kosten der KAltetriibung. Die Triibung kann 
im Laufe der Zeit unter Agglutination zur Flockung fiihren, worauf 
die Abnahme der Triibungsstaérke zwischen 40. und 60. Tag in obi- 
ger Tabelle zuriickgefiihrt werden kann. Die Schaumhaltigkeit wird 
durch Zinn nicht beeinfluBt. 


Auch Eisen kann Triibungen hervorrufen; doch sind dazu bedeu- 
tend grofiere Mengen als von Zinn erforderlich. So wurde z. B. von 
Dehnike (282) und Fries (283) beobachtet, daB Eiseneiweif8triibungen 
mehrfach in der Praxis durch eisenhaltiges Zuckerkuleur hervor- 
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gerufen wurden. Auch nicht geniigend isolierte eiserne Spundbiich- 
sen kénnen gelegentlich Triibungen verursachen. Der EinfluB des’ 
- Eisens auf die EiweiBtriibungen des Bieres geht aus folgender aus- 
zugsweise gebrachten Tabelle von Helm (10c. cit. 273) hervor: 


EinfluB von Eisen auf Bier. 


mg Eisen/l abgefiillt Kaltetriibung nach Bleibende Triibung nach 
unter Stehen bei 12°in Tagen Schutteln bei 209 in Tagen 
0 30 10 20 40 60 
~0 285 750 9 29 92 ‘162 
19 Fett $Luft 265 150. 49 130 256 300 
1,9 Fe +++ 300 750 4] 105 216 300 
0 310 700 10 AR ETO HE | 104 
1,9 Fe ++ $ COs 275 600 46 54 94 122 
19 Fe-+++ 265 625 29 40 60 88 


Die Kaltetribung wird durch Eisen in einer Menge von 1 bis 2 mg/L 
fast nicht beeinfluBt. Andererseits bewirkt Eisen eine deutliche Ver- 
mehrung der bleibenden Triibung, besonders wenn das Bier in 
Gegenwart von Sauerstoff abgefiillt wird. Ob das Eisen in der Ferro- 
oder Ferriform vorliegt, scheint gleichgiiltig zu sein. W&ahrend 
Matthews (284) bei Uberschreiten von 3,5 mg Eisen im Liter das 
Auftreten eines deutlichen Metallgeschmackes feststellt, ist nach 
Helm ein solcher bereits bei 1 mg Fe/L bemerkbar, was auch unse- 
ren Erfahrungen entspricht. In normalen Bieren erreicht der Eisen- 
gehalt héchstens 0,5 mg/L, meist bleibt er erheblich darunter. Der 
Schaum eisenhaltigen Bieres wird haltbarer, allerdings auch specki- 
ger, oft zeigen sich beim Zusammenfallen gelblich gefarbte, kom- 
pakte Schauminseln. 

Trotzdem Kupfer fiir viele Gerdte als Werkstoff dient und dieses 
Metall ziemlich stark dem Angriff unterliegt, findet man durch Kup- 
fer verursachte EiweiBtriibung sehr selten. Das Metall wird zum 
gréBten Teil von Trub, Hefe und Gelager aufgenommen. Das fer- 
tige Bier enthalt nach der Filtration etwa 0,3 mg Cu im Liter. Bis 
zu 1 mg Kupfer/L wird man nicht von irgend welchen nachteiligen 
Wirkungen sprechen kénnen. Bei Versuchen von Helm (1l.c 273) 
hatten 0,2 mg Cu/L keinen EinfluB auf die K4ltetriibung, 2 mg da- 
gegen zeigten eine deutliche Triibung. Ahnliches ist der Fall fiir die 
bleibende Triibung und zwar scheint das Kupfer auch unter Koh- 
lensdureabfiillung sehr aktiv zu sein. Triibungsaktiv sind nach ver- 
schiedenen Feststellungen die einwertigen Cupro-Jonen, nicht oder 
wesentlich weniger die 2-wertigen Cupri-Jonen. Denn Bier mit 
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10 mg Cul/L, das nur sehr geringe Tribung zeigte, wurde in der 
Triibung wesentlich verstarkt, als triibungsindifferentes Sulfit als 
Reduktionsmittel zugesetzt wurde. 
Unter vergleichbaren Bedingungen steigt die Tribungsaktivitat in 
der Reihenfolge an: Kupfer, Eisen, Nickel, Zinn. (Gray und Stone 
285.) Bei Nickel und Zinn diirfte die unmittelbare Reaktion mit den 
Eiwei8kérpern im Vordergrund stehen, wahrend bei Kupfer und 
Eisen ihr, die Sauerstoffadsorption katalysierender Einflu8 von Be- 
deutung ist. - 


b) Schaumhaltigkeit; Vollmundigkeit. 


Phainomen und Begriff der Schaumhaltigkeit sind ebenso kompli- 
ziert wie vielgestaltig. Zahlreich sind die Forscher, welche tber 
dieses unter den Getraénken das Bier in hervorragendem Mafe aus- 
zeichnende Gebiet gearbeitet und ver6ffentlicht haben. Es lieB sich 
liber das Problem ,,Schaumhaltigkeit‘‘ ein eigenes Buch schreiben. 
Wenn wir hier dazu Stellung nehmen, so kann es wieder nur unter 
dem Gesichtspunkt des Stickstoffs sein und wir sind uns dariiber 
bewuSt, daB wir der Darstellung des Problems einen Zwang antun 
mussen, wenn wir es. nur unter dem Aspekt der Stickstoffverbindun- 
gen betrachten. 

Das Gesamtproblem hat der Verfasser an anderer Stelle ausfiihr- 
lich behandelt, auch darf auf eine zusammenfassende Abhandlung 
von Hartong (286) aus neuester Zeit verwiesen werden. 


Bei den Schaumen als kolloiden Systemen, welche sich aus den 
beiden Phasen gasformig-fliissig aufbauen, spielen in erster Linie 
die an Oberflachen -sich abspielenden Erscheinungen eine Rolle. 
Hierzu gehort einerseits die aus dem Gibbs-Thompsonschen Theo- 
rien abgeleitete Tatsache, daB oberflachenaktive Stoffe, also solche, 
welche die Oberflachenspannung erniedrigen, in die Grenzflachen 
gehen und sich dort anreichern, ferner die hauptsichlich von Lang- 
muir-Harkins studierte Erscheinung, da8 die Molekiile einer in die 
Oberflache gehenden Substanz sich so orientieren, da8 die polaren, 
hydrophilen Gruppen in die Fliissigkeitsschicht eintauchen, wah- 
rend die hydrophoben Gruppen aus der Oberflache in den Gasraum 
hineinragen. Dadurch kommt das Spreiten von Molekiilen in Ober- 
flachenfilmen zustande, wie wir es besonders bei Eiwei8k6rpern ver- 
treten finden (siehe I. Teil). SchlieBlich kommt als letzter wesent- 
licher Faktor die besonders von Ramsden und Metcalf studierte 
Hautchen- oder Netzwerkbildung durch in die Oberflachen gehen- 
den Kolloide hinzu. Die Prinzipien, welche vor allem zur Hautchen- 
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bildung AnlaB geben, werden von Wo. Ostwald und MeiSner (287) 
folgendermafen umrissen: 


1. 


2. 


3. 


4. 


Adsorption eines oberflachenaktiven Kolloides an die Grenz- 
flache nach Gibbs durch Oberflachenentspannung.’ 

Chemische Reaktion nach Metcalf. Metcalf folgerte: Wenn Stoffe 
einer Losung befahigt sind, eine chemische Umsetzung zu be- 
wirken, welche die Oberflachenspannung erniedrigt, so liegt die 
Neigung zum Statthaben dieser Reaktion vor. 

Chemische Reaktion in der Grenzflache unter Bildung eines Nie- 
derschlages, z. B. Oxydation. 

Verdampfung eventuell mit anschlieBender Polymerisation und 
Anderung der Oberflachenspannung, Hierher gehért unseres Er- 
achtens auch die Stabilitatsanderung eines labilen Systems durch 
eintretende Konzentrationserhohung infolge Anreicherung in der 
Grenzflache. 

Spezifische mechanische Packung von Teilchen als Folge ihrer 
Orientierung nach Langmuir-Harkins, eventuell verstarkt durch 
grobdisperse Teilchen (armierte Hautchen oder Flotationshaut- 
chen). 


Unter den Kolloiden des Bieres kommt ohne Zweifel den Eiweif- 
k6érpern und ihren Abbauprodukten die Bedeutung zu, an der 
Schaumhaltigkeit maBgebend beteiligt zu sein, denn sie sind zu 
einem gewissen Betrag oberflachenaktiv, besitzen das Vermégen der 
Orientierung durch Spreitung auf Oberflachen und vermogen in 
ausgesprochenem Mae Hautchen oder Netzwerke auf den Gas- 
blasenoberflachen zu bilden. Eine Frage, die schon oft aufgeworfen 
wurde, ist.die, welcher Dispersitatsgrad der Stickstoffverbindungen 
fiir die Schaumhaltigkeit giinstig sei. DaB niedermolekulare Abbau- 
produkte, also der formoltitrierbare Stickstoff, ausscheiden, bedarf 
keiner Diskussion. Dagegen sind die Verhaltnisse hinsichtlich Albu- 
mosen- und Peptonen und hochmolekularen echten Proteinen noch 
nicht geklart. Neuere Untersuchungen des schwedischen Forscher- 
kreises (Sandegren 1.c 4) haben nun hier eine gewisse Entscheidung 
gebracht. Bei ihren Versuchen wurde, wie bei der Kiihl- und Kalte- 
triibung referiert, Bier durch Zentrifugieren im GroBbetrieb von 
der KAltetriibung, also einer hochmolekularen EiweifSgerbstoffver- 
bindung, deren EiweiBkomponente ein Molekulargewicht von ca. 
30 000 besaB, befreit. Ein Vergleich des urspriinglichen und des von 
der Eiweif&triibung befreiten Bieres auf Schaumhaltigkeit ergab 
keine Unterschiede in derselben, soda8 hochmolekulares EiweiB, 
wenigstens vom Typ der Kaltetriibung fur die Schaumhaltigkeit 
ohne Bedeutung ist. 


15* 
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Die genannten Autoren isolierten daraufhin nach Art der von Gray 
und Stone (l.c. 285) eingefiihrten Zerstaubungsfraktionierung die 
im Schaum sich anreichernden und nach Zerfallen des Schaumes in 
Lésung befindlichen EiweiBk6rper. Durch Ammonsulfat wurden die 
hochmolekularen Proteine gefallt, die Fallung in Kochsalzpuffer- 
lésung von pH 7 gelést. und salzfrei dialysiert. Dabei entstand kein 
Niederschlag, somit hatte das Protein keinen Globulincharakter. Bei 
Ultrazentrifugenversuchen ergab sich die Sedimentationskonstante 
1,0, was ein Molekulargewicht von etwa 10000 anzeigt. Es liegen 
also ziemlich hochmolekulare Stickstoffverbindungen vom Typ der 
Albumosen vor. Ihre Lésung zeigte eine hohe Oberflachenaktivitat. 
Durch diese Versuche ist ohne Zweifel eine wichtige Erkenntnis 
iiber die Natur der Schaumbildner, soweit es die Stickstoffgruppe 
anbelangt, gewonnen, jedoch spielt, wie viele Beobachtungen zeigen, 
neben der Wesensart der Stickstoffverbindungen auch ihr kolloider 
Zustand, d. h. ihr Dispersitatsgrad und Quellungszustand eine er- 
hebliche Rolle. Dafiir mégen einige Beispiele folgen. 


Liiers und Moninger (288) suchten in umfangreichen Studien uber 
die schaumbeeinflussenden Faktoren, den komplizierten beim Bier- 
schaum gegebenen Verhdaltnissen dadurch naher zu kommen, da 
sie ihre Beobachtungen an einfachen, leicht tiberblickbaren und re- 
produzierbaren Modellversuchen anstellten. Als Grundsystem wahl- 
ten sie 0,1%ige Gelatinelésung, der 0,1 % Amylalkohol zugesetzt war. 
Gelatine allein liefert zwar einen guten Schaum, der jedoch nicht 
besonders haltbar ist. Amylalkohol als stark oberflachenaktive Sub- 
stanz in der angegebenen Konzentration zwar auch, aber dér Schaum 
fallt in wenigen Sekunden zusammen. Das Gemisch aus Gelatine 
und Amylalkohol dagegen liéfert einen idealen, rahmigen und gut 
haltbaren Schaum. 


Setzt man diesem System nun z. B. nur 0,1 Millimol Ferrichlorid zu, 
so tritt eine weitere erhebliche Verbesserung der Schaumhaltigkeit 
ein, wie als eines fiir viele Beispiele folgende Zahlenwerte der 
Schaumbestandigkeit, gemessen im Apparat von Liier-Wieninger, 
demonstrieren: 


\ 


° 


System 0,1%ige Gelatine + 0,1%igen Amylalkohol. 
Schaumvolumen in cem nach 
0 1 30” 60” “2 a3 10’ 
Ohne Zusatz $5.5 76,8 65,8 58,0 55,2 6 O00 488 
+ 0,1 M.Mol 
Fe Cls 85,0 79,2 74,4 72,0 63.5: 67,025 fon 


Die geringe Menge von 0,1 Millimol Eisen hat also eine sehr be- 
trachtliche Steigerung der Schaumhaltigkeit zur Folge. Blom (289) 
untersuchte die Wirkung von Eisen und anderen Metallsalzen auf 
das nattirliche System des Bierschaumes und fand fiir die Wirkung 
der Jonen Znt+: Cut+: Fet++: Fe++ die Verhaltniswerte 1:2:10:20. 
Bindet man Fe +++ und Fe ++ komplex an Seignettesalz, so ist das 
dreiwertige Eisen weit wirksamer als das zweiwertige. 


Die Wirkung sehr geringer Mengen von Schwermetallsalzen auf den 
Bierschaum 1a8t sich auf ihre bekannten, eiweifBfallenden Eigen- 
schaften und damit auf Veradnderungen des Dispersitatsgrades der 
EiweiBkolloide zuriickfiihren. Fiir diese Tatsache erbrachte schon 
vor langer Zeit Mohr (290) einen sch6nen Beweis dadurch, da er 
die nicht gute Schaumhaltigkeit einer klar filtrierten Albumosen- 
lésung durch Zugabe von etwas Zinksulfat wesentlich verbessern 
konnte. Zn-SO, wirkt auf Albumosen fallend und in geringer Menge 
dispersitatsgradvergrobernd. 

Liiers und Moninger fanden die gleiche Erscheinung am Modell Ge- 
latine-iso Amylalkohol nach Zusatz von Tanninldésung. Bereits eine 
Tanninkonzentration von 0,00001 % rief schon eine deutliche Zu- 
nahme der Schaumhaltigkeit hervor, die bei 0,001 % ihr Maximum 
erreichte. Sobald die Lésung durch den Tanninzusatz opaleszent oder 
milchig getriibt erscheint, beobachtet man die Zunahme der Schaum- 
haltigkeit, treten dagegen Fléckchen auf, ein Zeichen fiir eine starke 
Abnahme des Dispersitatsgrades, dann fallt die Schaumhaltigkeit 
rasch wieder ab. 

Die bisher gebrachten Beispiele sollen zum Beweis fiir die Tat- 
sache dienen, da®’ der Dispersitaétsgrad der Kolloide und zwar in 
erster Linie hochmolekularer EiweiBk6érper fiir die Stabilitat von 
groBer Bedeutung ist und zwar weisen die gemachten Beobachtun- 
gen darauf hin, daB weder eine zu weitgehende (molekulare), noch 
zu grobe (suspensoide), sondern eine mittlere (kolloide) Dispersitat 
die optimalen Bedingungen schafit. 

Eine andere Forschungsrichtung zielt darauf ab, die Substanzen, 
welche als Trager fiir die Schaumhaltigkeit in Betracht kommen, 
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zu erfassen. Weiter oben wurde bereits auf die neuesten Ergebnisse 
nach dieser Richtung, gewonnen von dem schwedischen Forscher- 
kreis, hingewiesen. Das Prinzip ist das, durch eine geeignete Methode 
Schaum zu erzeugen, diesen zusammenfallen zu lassen und nun im 
Schaumbier und im urspriinglichen Bier analytische oder prapara- 
tive Untersuchungen anzustellen. Liiers, Geys und Baumann (291) 
arbeiteten schon vor langem nach dieser Methode und erhielten, 
was den Stickstoff anbelangt, auszugsweise folgende Ergebnisse: 


Stickstoff FormolN- Oberflachenspannung 
gimExtr. Millival im Extr. Dyn/cm 
Bier Schaum Bier Schaum Bier Schaum 

Kriegsbier e 
4,5 Yig 
dunkel 0,990 Witde e439 Late eo 54,3 49,9 
Vollbier” 
10,8%ig. 
dunkel 1,039 1517 = 24:75 > —-20;09 Bice 43,7 
Vollbier 
10,5 %ig 
hell 75 1,685 34,96 21,71 50,4 48,2 


Aus diesen Zahlenwerten ist vor allem die Bestatigung zu entneh- 
men, daB, wie es die Theorie erfordert, oberflachenaktive Verbin- 
dungen sich im Schaum anreichern mtissen. Dementsprechend fin- 
den wir die Oberflachenspannung der Schaumbiere durchwegs zum 
Teil erheblich niedriger als die der Originalbiere. Der Gesamtstick- 
stoff im Extrakt findet in den Schaumbieren durchgehend eine ge- 
ringe Anreicherung, der niedrigmolekulare Formolstickstoff eine 
Abnahme, soda die Zunahme des Gesamt-N auf Kosten hochmole- 
kularen N erfolgen mu®. 


Auch Mischke (292), ferner Krauss und Harreis (293) konnten auf 
dem Wege der Zerschaumungsanalyse eine Anreicherung hochmole- 
kularer Stickstoffverbindungen im Schaum nachweisen. Wahrend 
nach den Untersuchungen des ersteren hauptsachlich die nach der 
Lundin‘schen Fraktionierungsmethode als Albumosen bezeichnete 
Fraktion in den Schaum geht, fanden die letzteren im Schaum vor- 
zugsweise eine Anreicherung der mit Tannin fallbaren N-Verbin- 
dungen. Krauss und Harreis untersuchten weiterhin mit Hilfe einer 
Torsionsapparatur die im Bier vorkommenden Kolloide auf ihre 
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Fahigkeit zur Hautchen- bezw. Netzwerkbildung. Eine solche konnte 
nicht beobachtet werden an Maltose, Gummiarabicum, Pektin, 


. Dextrin und Hopfenabsuden. Dagegen zeigte sie sich in ausgespro- 


chenem Mafe bei den aus Bier (gehopft und ungehopft) durch Zer- 
schadumung gewonnenen Eiweifstoffen. Selbst bei starker Verdtin- 
nung ergibt sich eine starke Dampfung eines an der Fliissigkeits- 
oberflache in Schwingung versetzten Glasplattchens, was auf das 
Eintreten von Hautchenbildung zurtickzuftihren ist. Folgend ein 
Beispiel: 


Dampfungsfaktor nach 


2 4 8 Min. 
Urspriingliche Losung 1,07 1,07 1,07 
5fach verdtinnt 1,075 1,092 Li 
25fach verdtinnt 1,085 1,10 13125 


Gray und Stone (294) fiihrten ebenfalls Zerschdumungsanalysen an 
Bier durch und fanden fiir Protein und Bitterstoffe auszugsweise 
folgende Analysenwerte: 


Originalbier Schaumbier  Restbier 


Volumen ccm 7500 es 6 325 
Protein % 0,399 0,513 0,375 
% Zunahme gegen Orig. 28 
Bitterstoffe % 0,017 0,048 0,010 
% Zunahme gegen Orig. 185 


Von den 3 Fraktionen wurde dann nach Blom die Schaumhaltigkeit 
gemessen und als Schaéumigkeit ¥ ausgedrickt. Gleichzeitig wurde 
die Schaumdichte, das ist der Prozentgehalt des Biervolumens, im 
Schaumvolumen bei steigender Verdiinnung ermittelt. Original- 
Schaum- und Restbier hatten die beziiglichen Schaumigkeitswerte z 
110, 163 und 83, woraus deutlich hervorgeht, daB sich die Schaumtra- 
ger im Schaumbier angereichert haben, wahrend das Restbier daran. 
verarmt ist. Interesssant ist das Verhalten der Schaumdichte. Das 
Restbier zeichnet:sich durch eine sehr geringe Schaumdichte aus, die 
etwa der des 10fach verdiinnten Originalbieres gleichkommt. Ori- 
ginalbier und Schaumbier haben die gleiche Schaumdichte, unter- 
scheiden sich aber dadurch sehr erheblich von einander, daB bereits 
eine maBige Verdiinnung (1:2) des Originalbieres geniigt, um seine 
Schaumdichte deutlich herabzusetzen, wihrend beim Schaumbier 
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erst eine 20fache Verdiinnung eine nur unbedeutende Herabsetzung 
der Schaumdichte hervorruft. Der Schaumbildungskomplex ist also 
im Schaumbier stark angereichert und spielt hier eine ahnliche 
Rolle wie die Puffersubstanzen und das pH bei der Verdtnnung. 


Betrachtet man die EiweiSkérper und die Hopfenharze als die we- 
sentlichen Bestandteile des Schaumkomplexes, so hat an diesen im 
Schaumbier eine Anreicherung von 0,138% Protein und 0,038 % 
Hopfenharzen stattgefunden. In Verbindung mit den Schaumdichte- 
bestimmungen in Abhangigkeit von der Konzentration ergeben sich 
dann folgend2 Protein: Bitterstoffrelationen in den einzelnen Ver- 
dunnungen: 


Schaumsubstanzen Schaumdichte 
Protein Bitterstoff 
Unverdtinnt ‘ 0,138 0,038 22,8 
verdunnt 1+ 2 0,046 0,0127 Zack 
9 1+ 4 0,028 0,0076 2250 
i 1+ 4 ‘ 0,014 0,0038 212 
* 1+19 0,007 0,0019 20,0 
3 1+29 0,005 0,0013 1g | 
55 1+49 0,003 0,0008 6,3 


Bei einer 20fachen Verdiinnung, bei der die Schaumdichte praktisch 
noch unverandert war, betrug der Proteingehalt 0,007 %, der Bitter- 
stoffgehalt 0,0019 %. Da bei weiterer Verdiinnung die Schaumdichte 
bereits stark abfiel, stellen die genannten Protein-, und Bitterstoff- 
konzentrationen anscheinend die Minimumkonzentration an Schaum- 
substanzen dar, die noch zur Bildung eines gesattigten Schaumes 
befahigt sind. 


Diese Versuche von Gray und Stone haben u. E. auch ein helles 
Licht auf die Bedeutung der Kolloidsysteme fiir die Schaumhaltigkeit 
geworfen. Hier an dem gebrachten Beispiel zeigte sich der aufer- 
ordentlich wichtige Einflu8 der Zusammenwirkung von Eiweif und 
. Hopfenbitterstoffen, also allgemein gesprochen, zweier Kolloide, von 
denen zwar jedes fiir sich fiir die Schaumhaltigkeit Bedeutung be- 
sitzt, ihre Kombination jedoch einen weit iiber die Summenwirkung 
hinausgehenden Effekt zeigt. 


Luers und Moninger (lic. 288) zeigten am Gelatine-iso-Amylalkohol- 
Modell, daB Zusatz von Hefegummi die Schaumbildung und Schaum- 
haltigkeit recht erheblich férdert und zwar war das Maximum bei 
0,1 % Gelatine und. 0,08 % Hefegummi erreicht. 
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Windisch und Bermann (295) stellten am System Pepton (pos. ge- 
laden) und Kieselsaure (neg. geladen) ausgezeichnete Schaumhaltig- 
keit fest, welche die der einzelnen Komponenten weit tbertrifft. 
Luiers und Moninger fanden diesen Befund am Gelatine-iso-Amyl- 
alkohol-Modell vollauf bestatigt. Die 4uBerlich als Opaleszenz in Er- 
Scheinung tretende Dispersitatsgradvergréberung kann als Ursache 
der Schaumforderung betrachtet werden. Sie kam durch’ die Ein- 
wirkung entgegengesetzt geladener Kolloide zustande. Fiir das Bier 
sind mehrere Partner entgegengesetzter Ladung in Erwagung zu 
ziehen, z. B. die Gerbstoffe des Malzes und des Hopfens, vor allem 
aber die Bitterstoffe des Hopfens, alle negativ geladen, und ihnen 
gegentuberstehend die amphoteren Eiweifkolloide, welche je nach 
dem pH positive oder negative Ladung besitzen, wobei ihr iso- 
elektrischer Punkt den Umladepunkt darstellt. Beim pH des Bieres 
von etwa 4,4—4,6. beginnt die positive Ladung der hochmolekularen 
Stickstoffverbindungen des Bieres ausgepragter zu werden. Blom 
(1.c 289) suchte durch Zusatz von NaOH und Salzsaure das pH des 
Bieres zu veraéndern und damit den pH-EinfluB auf die Schaum- 
haltigkeit zu ermitteln. Er fand das unverdnderte Originalbier von 
pH 4,42 als das in der Schaumhaltigkeit beste. In anderen Versuchen 
fand Blom eine Verbesserung der Schaumhaltigkeit bei Zusatz sehr 
geringer Mengen von Milchsaéure zum Bier. Hartong (1.c. 192) stellte 
in neuester Zeit 4hnliche Versuche an und fand die Optimale Schaum- 
haltigkeit bei pH rund 4,6 gelegen, also beim selben pH, bei dem 
das Optimum der KaAltetritibung liegt, sodaB die alte Erfahrungstat- 
sache sich bestitigt findet, daB ein vom Standpunkt der Schaum- : 
haltigkeit aus gesehen sehr gutes Bier, ein in Bezug auf die physi- 
kalische Stabilitét schlechtes Bier oder umgekehrt ist. Wir méchten 
jedoch darauf aufmerksam machen, daf unseres Erachtens ein be- 
trichtlicher Unterschied besteht, ob man in einem fertigen Bier 
_ nachtraglich durch Saure- oder -Basenzusatz das pH verandert, oder 

ob man den BrauprozeB vom Einmaischen an so leitet, dafi Biere 
von verschiedenen pH resultieren, also das ganze System harmonisch 
ins Gleichgewicht gekommen ist. Von diesem Gesichtspunkt aus 
sollten weitere Versuche gemacht werden, um die Frage nach dem 
Einflu8 des pH auf die Schaumhaltigkeit zu klaren. 


Einen groBen Umfang nehmen in der Literatur die Erfahrungen 
und Beobachtungen tiber den Einflu8 praktischer Belange und Maf- 
nahmen auf die Schaumhaltigkeit ein. Aus der Fiille des vorliegen- 
den Materials sollen nur ein paar Hinweise, die sich ausgesprochen 
auf den Stickstoff beziehen, gebracht werden. 
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Krauss und Harreis (1. c. 293) finden, daB Gersten gleichen Stickstoff- 
gehaltes und gleicher Verarbeitung in Malzerei und Sudhaus die 
Schaumhaltigkeit der Biere verhaltnismaBig unbedeutend beein- 
flussen. Bei gréReren Unterschieden im Stickstoffgehalt, erwies sich 
nach Blom (l.c. 289) eine Gerste mit 2,1 % N einer solchen mit 
1,6 % N in der Schaumhaltigkeit iberlegen. 


Was Malzerei und Sudhaus anbelangt, so kann man kurz zusammen- 
fassend als allgemeine Erfahrung ausprechen, daB ein maBiger, nicht 
zu weit getriebener Abbau der Eiweifikorper fiir die Schaumhaltig- 
keit am gtinstigsten ist. 

Das Gleiche gilt fiir die Klarungs- und Ausscheidungsvorgange, die 
mit MaB und Ziel, nicht zu extrem durchgefuhrt werden sollen. 
(Siehe hierzu den Abschnitt Filtration). 
Von Einflu8 auf die Schaumhaltigkeit erweist sich das Abfullen des 
Bieres, woriiber besonders Helm und Richardt (296) ausgedehnte 
Versuche anstellten. Dabei zeigte sich, daB insbesondere die mit Luft 
und Sauerstoff, aber auch Stickstoff abgefiillten Biere die beste 
Schaumhaltigkeit besaBen, was von Blom (l.c. 289) auf physikali- 
sche Eigentiimlichkeiten dieser Gase (Léslichkeit, Diffusionsvermo- 
gen) zuriickgefiihrt wird. Auch hier finden wir wieder eine Diver- 
genz der Ziele. Mit Riicksicht auf die Oxydationstriibung ist Abfull- 
len unter AusschluB von Luft anzustreben, fiir die Schaumhaltigkeit 
dagegen verdient der NichtausschluB der Luft den Vorzug. Die Vor- 
teile des luftfreien Abfiillens sind aber u. E. gegentiber den in Kauf 
zu nehmenden Mangeln der Schaumhaltigkeit so groB, daB die luft- 
freie Abfiillung in der Praxis den Vorzug verdient. 


Eine Behandlung des Bieres wahrend oder vor dem Pasteurisieren 
mit proteolytischen Enzymen, setzt nach Helm und Richardt die 
Schaumhaltigkeit etwas herab und zwar wirkt Pepsin starker als 
Papain. 

Anhangweise sei noch kurz auf das Wild werden der Biere ein- 
gegangen (Uberschaumen, Overfoaming, biéres sauvages). Man ver- 
steht darunter einen Fehler des Bieres, der sich darin auBert, daB 
beim Offnen der Flasche das Bier zu einem gréferen oder kleineren 
Teil durch die sich pl6tzlich entbindende Kohlensaure heraus ge- 
trieben wird. Die hiertiber bekannt gewordene Literatur findet sich 
bei Helm und Richardt (297), die sich in neuerer Zeit eingehend ex- 
perimentell mit dem Problem des Wildwerdens befaBt haben. Es 
mui beztiglich Einzelheiten auf die sehr interessante Verdéffent- 
lichung der Autoren verwiesen werden. Hier interessiert uns die 
Frage, ob in irgend einer Weise etwa der Stickstoff an dem Phaeno- 
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men des Wildwerdens Anteil hat. Was aus der Arbeit von Helm und 
Richardt hiertiber zu finden ist, lautet: Papain wirkt fast immer 
verstarkend, Pepsin meist vermindernd auf das Wildwerden. Tan- 
ninbehandlung, ebenso Zusatz von Pektin zum Bier waren ohne 
Einflu8. Ein gewisser Zusammenhang konnte zwischen der Oxy- 
dationstribung und dem Wildwerden festgestellt werden und zwar 
dahingehend, dafi, je starker die erstere war, desto haufiger und 
starker auch das Letztere in Erscheinung trat. Nochmaliges Pasteu- 
risieren eines wild gewordenen Bieres setzt die Neigung zum Uber- 
schadumen herab. Zwischen Schaumhaltigkeit und der Uberschau- 
mungstendenz eines Bieres konnten bisher keine experimentell nach- 
weisbaren Beziehungen festgestellt werden. Da das Wildwerden 
jahrgangsweise epidemisch auftreten kann, ist daran zu denken, daB 
bereits in der Gerste die Voraussetzungen fiir das Uberschadumen 
liegen k6nnen. 


Das ganze Problem bedarf noch intensiver, weiterer Bearbeitung. 


Die Vollmundigkeit. 


Eine am Bier geschatzte und gewiinschte Eigenschaft, die es vor vie- 
len anderen Getranken auszeichnet, ist die Vollmundigkeit. Sie 
spricht den Geschmackssinn an und wirkt sich daher mehr oder 
weniger subjektiv-individuell aus. Aus diesem Grunde sind exakte, 
quantitative Befunde iiber den Begriff der Vollmundigkeit kaum 
méglich. Doch versucht auch auf diesem Gebiete die experimentelle 
Psychologie allmahlich zu konkreteren Vorstellungen zu gelangen. 
Fiir die Untersuchung der physikalisch-chemischen Vorgange beim 
Schmecken hat Renqvist (298) den Begriff des Geschmackssystems 
eingefiihrt. Er versteht darunter die Geschmacksknospen und die 
schmeckende Lisung, der zum Teil auch Speichel beigemengt ist. 
Denn immer sind ja die Geschmacksknospen von Speichel bedeckt, 
durch den die Geschmackslésung hindurchdringen oder mit dem 
sie vermischt werden mu, um den Geschmacksreiz auszutiben. Das 
Geschmackssystem ist heterogen, denn es ist weder physikalisch 
noch chemisch gleichartig zusammengesetzt. Die von den Sinnes- 
zellen gebildete Phase ist vorwiegend kolloid, die Schmeckphase ist 
molekular und iondispers und enthalt auBerdem noch Kolloide. 
Renqvist hat es wahrscheinlich gemacht, da8 bei der grofien Ober- 
flachenentwicklung der Geschmacksknospen von den in heterogenen 
Systemen obwaltenden Energiearten vor allem die Oberflachen- 
energien und elektrische Potentialdifferenzen fiir das Zustandekom- 
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men der Reizerscheinungen von Bedeutung sind, d. h. daB die bei-— 
den Prozesse der Adsorption und der Ausbildung von Potentialdiffe— 
renzen im Vordergrund stehen. © 

Wenn man sich die Sinneseindriicke vergegenwartigt, die man beiny 
Trinken von Bier erlebt, kann man Eindriicke auf den Geruchs-,. 
Geschmacks-, Tast- und Temperatursinn feststellen. Die Tastsinnes— 
eindriicke riihren in erster Linie von der Kohlensaure des Bieres 
her, die sich beim Trinken an der rauhen Zungenoberflache in ver- 
stirktem Mae entbindet und sich in einem feinen Prickeln, einer 
Empfindung von diskontinuierlichem Charakter, bemerkbar macht. 
Neben diesem groben Tastsinneseindruck geht noch ein weiterer 
feiner nebenher, der von der Berithrung kolloider Teilchen des Bie- 
res mit der Schleimhaut des Mundes herriihrt. Diese Teilchen wer- 
den je nach Zahl, GréBe und Format verschiedene Tastsinnesein— 
driicke hinterlassen. Je nach dem hoéheren oder niedrigeren Koagu- 
lations- bezw. Dehydratationsgrad der Teilchen wird dieser Ein- 
druck ein starkerer und scharferer oder ein geringerer und milderer 
sein. Bei der Betrachtung der Schaumhaltigkeit haben wir gesehen, 
da8 im Schauin eine Anreicherung von oberflachenaktiven Substan- 
zen (Eiwei8, Hopfenbitterstoffe, Ester usw.) eintritt, daB ferner Kol- 
loide in der Schaumphase unter Koagulation zur Hautchenbildung 
Veranlassung geben. Ein dem Aufschéumen analoger Prozef} wird 
sich auch am Geschmackssystem abspielen, auch hier kommt es zu 
weitgehenden Adsorptionen, ferner zur Ausbildungn von Potential-— 
differenzen zwischen den Geschmackszellenoberflachen und der um- 
gebenden Schmecklésung, wodurch die Reizung des Tast- und Ge- 
schmackssinnes erfolgt. Die bekannten Zusammenhange zwischen 
Schaumhaltigkeit und Vollmundigkeit kénnen damit eine Erklarung 
finden. 

Es erscheint durchaus die Ansicht, die tibrigens die Erfahrung be- 
statigt, berechtigt, dafi eine gute Schaumhaltigkeit die gleichen sub- 
stantiellen und physiko-chemischen Grundlagen besitzt, die auch 
den Sinneseindruck einer guten Vollmundigkeit erwecken. 


: c) Die Zusammensetzung des Bieres. 


Im Rahmen unserer Problemstellung interessieren hier wiederum 
nur die Stickstoffverhaltnisse. | 

Der St ic kstoffgehalt des Bierextraktes betragt normalerweise 
0,9—1,5 %, meist 1 %, oder auf Eiwei8& umgerechnet etwa 5,5 bis 9 %, 
im Mittel 6,25 %. Die stickstoffhaltigen Substanzen werden gebildet 
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von: Hochmolekularen, koagulierbaren Proteinen (sehr. geringe 
Mengen), Polypeptiden verschiedenen Molekulargewichtes, den 
friuher Albumosen und Peptonen genannten Vertretern, bis herab 
zu einfachen Aminosduren, ferner Amiden, Ammoniak-Stickstoff, 
- Cholin und Betain. Die héheren EiweiBabbauprodukte bilden mit 
anderen organischen Substanzgruppen, aber auch mit Mineralstof- 
fen Adsorptionsverbindungen oder Sympkexe, z. B. Eiwei®-Gerb- 
stoff-Kieselsduresymplexe, welche, wie bei den Triibungen dar- 
getan, trotz ihrer sehr geringen Konzentration zu unliebsamen Sté- 
rungen AnlaB geben kénnen. 


Von stickstoffhaltigen Farbstoffen sind die Melanoidine zu nennen, 
die in erster Linie beim Darren des Malzes, aber auch beim Mai- 
sche- und Wtirzekochen entstehen. Bei dunklen Bieren kann ihre 
Menge bis etwa 2 g/L erreichen. Sie haben schutzkolloide Eigen- 
schaften und wirken auch giinstig auf die Schaumhaltigkeit ein. 
Auch Eiweif-Gerbstoff- oder EiweiB-Phlobaphenverbindungen k6n- 
nen an der Farbe des Bieres, meist in ungiinstigem Sinne beteiligt 
sein. 
Zu den stickstoffhaltigen Verbindungen sind schlieBlich auch eine 
Reihe von Vitaminen zu zahlen. In neuerer Zeit haben insbesondere 
englische und amerikanische Forscher nachgewiesen, da im nor- 
malen Bier mehr Vitamine als man bisher annahm, vorkommen, wo- 
mit der diadtetische Wert des Bieres an Ansehen gewinnt. Es mag 
hier geniigen, eine zusammenfassende Ubersicht iiber den Vitamin- 
gehalt des Bieres und seiner Veranderungen im Brauprozefi nach 
einer Verdffentlichung von Norris (299) zu bringen. 
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,Vitamine im BrauprozeB (nach Norris). 


Durchschnittswerte g/g. bezw. u g/100 ccm bei Bier. 


Aneurin Ribo- Nikotin- Pyrido- Panto- Biotin 


Bi flavin saure xin thensaure 
Be Be 
Gerste 5—T7 1—3 80—4150 3—4 4 0,14 
Malz 45—6,5 2—4 90—4130 6—8 Sa) 0,17 
Verander. geringer Zunahme geringe Zunahme deutl. deutl. 
b. Malzen Verlust 50% u.m. Verdnd. fast 100% Zun. Zun. 
Maischen gering. gering. gering. gering. gering. gering 


Verlust Verlust Verlust Verlust Verdnd. Verl. 


Kochen keine keine keine etwas geringe geringe 
Aend. Aend. Aend. Verlust Verand. Zun. 
Hefe Starke synthet. .d. Wurze d.Wiurze synthet. nicht 
Zun.d. d. Hefe entzogen entzogen d. Hefe synth. 
"s Wiirze d. Hefe 
Ga- t entzogen 
rung 


| ware starker Zunahme etwas etwas kein Verlust an 
Verlust verschied. Verl. Verl. manchmal Hefe 


Steig. abge- 
geb. 
Bier 2—6 30—120 0,.22—2,0 40—90 40—80 0,7—1,5 


mg 


Nach Versuchen von O. Jung (300) verhielten sich die Stickstoffver- 
bindungen des Bierextraktes bei der Dialyse durch SCS es 
wie folgt: 


% dialysierbar % nicht dialysierbar 


Gesamt-N 59,62 40,39 
Phosphorwolfram- 

saure fallb. N 62,13 37,88 
Amino-N 69,04 30,97 
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Daraus geht hervor, daB mehr als die Halfte des Gesamtstickstoffs 
in verhaltnismafig niedermolekularer, dialysierbarer Form vorliegt. 
Wie nicht anders zu erwarten war, ist das Verhaltnis beim Amino- 
N weit zu gunsten des dialysierbaren Anteils verschoben, wahrend 
der durch Phosphorwolframsaure fallbare Stickstoff sich in seinem 
Verhalten nicht weit vom Gesamtstickstoff entfernt. Etwa 1—3 mg 
Stickstoff in 100 ccm 12%igem Bier sind durch intensives Kochen in 
koagulierbarer Form auszufallen. 


Zum Schlusse sei noch kurz auf die Wandlungen hingewiesen, wel- 
che der in der Gerste enthaltene Stickstoff auf seinem Werdegang 
zum Bier in quantitativer Beziehung erfahrt. Uber dieses Gebiet hat 
in letzter Zeit Fink (301) sich ausfthrlich geaufert. Seinen Verdof- 
fentlichungen ist folgende tbersichtliche Tabelle entnommen: 


Menge Verdauliches Verhdaltnis von Nahrstoff Kalorien 


kg EiweiB in %  verdaulichem  verhdaltnis der ges. 
der Trocken- EiweiB zum verdaulichen 

substanz Starkewert Nanhrstoffe 
Gerste 100 9,3 6,0:71,4 AS 362 
Schwimm- 
gerste 0,4 9,3 6,0:71,4 1:11,9 362 
Malzkeime 4,0 12,9 11,4:38,7 1: 3,4 284,49 
Biertreber 20,0 18,8 14,1:50,3 inc3,.0 320 
Hefe 1,0 46,1 42,4:68,2 1:+1,6 430,26 
Trub 0,3 35,7 39,7:71,6 1¢, 2,0 — 


Das Wichtigste, was aus dieser Tabelle hervorgeht, ist die Tatsache, 
daB saémtliche beim BrauprozeB anfallenden Nebenprodukte, nam- 
lich Malzkeime, Treber, Hefe und Trub, sich gegentiber dem Aus- 
gangsstoff Gerste durch ein enges Verhaltnis von verdaulichem Ki- 
wei zu Starkewert auszeichnen, was sie fiir.die Tierernaéhrung 
(Mast) sehr wertvoll macht. Der Brauproze8 fuhrt also die Kohle- 
hydrate im wesentlichen in das beliebte und wertvolle Bier uber, 
wahrend der Stickstoff in den Abfallprodukten angereichert der 
Tierernahrung zur Verfiigung steht. 


Dariiber hinaus aber ergaben sorgfaltig durchgefuhrte ernahrungs- 
wirtschaftliche Vergleiche, da8 die Vermalzung und Verbrauung 
der Gerste in Verbindung mit der Verfiitterung der eiweiBreichen 
Nebenprodukte optimal, d. h. besser ist als jede Verwertungsform 
der Gerste fiir die menschliche Ernahrung. 
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Anhang 


, \ 

Proteine und Stickstoffverbindungen der Hefe. 
Der Werdegang des Bieres ist mit der Hefe untrennbar verbunden. 
Die Vermehrung der Hefe bei-der Garung erfolgt auf Kosten des 
Wiirzeextraktes, der der Wiirze entnommene Stickstoff erscheint in 
der Hefe als Proteinstickstoff oder in Form zahlreicher anderer 
Stickstoffverbindungen. Aus diesen Griinden ist es angebracht, zur 
Vervollstandigung und Abrundung unseres Themas in Kiirze auch 
auf die Stickstoffverbindungen der Hefe einzugehen. 


Der Gesamtproteingehalt einer normal ernahrten Brauerei- 
hefe betragt 50% und mehr der Trockensubstanz. Von dem durch 
die Analyse ermittelten Rohproteingehalt (N X 6,25) machen echte 
Proteine bis zu 80 bis 85 % aus. 


Nach Kraut und Schlottmann (302) lieferte das Bierhefenprotein in 
seiner Gesamtheit nach der Hydrolyse folgende Durchschnittswerte: 


Humin-N 4% Lysin 10,0 % 
Ammoniak-N 16 % Cystin 1,5—1,6 % 
Ges. N. der Basenlés. 25—29 % Ges. N d. Basenfiltr. 53—54 % 
Amino-N d. Basenlés. 15—16 % Amino-N des Basen- 
Nichtamino-N der filtr. 48,4493 % 
Basenlosung 9,6—13,6%  Nichtamino-N des 
Arginin Li TS % Basenfiltr: ~ 45—4,7 % 
Histidin 2,3—5,9 % Tryptophan 0,9 % 
Tyrosin 2,5 %e 


Die Analyse 1aBt, soweit dies eine solche vermag, erkennen, daf*das 
Hefeeiweif eine giinstige Zusammensetzung besitzt. Ein bindendes 
Urteil uber den biologischen Wert derselben lieB sich jedoch nur 
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auf dem Wege ernahrungsphysiologischer Versuche am Tier ge- 
winnen, die von Fink und Mitarbeitern (303) durchgefiihrt wurden. 
Sie ergaben, dai} Bier-HefeeiweiB zu den biologisch hochwertigen 
EiweiBarten gehort und bei abgestuftem Ersatz von tierischem Ei- 
wei z. B. FischeiweiB, dieses bis zu einem Mischungsverhaltnis von 
etwa “% HefeneiweiB und % FischeiweiB zu ersetzen vermag. Bei 
vollem Ersatz von tierischem EiweiB erweist sich das BierhefeeiweiB 
als eindeutig unterlegen und zwar deshalb, weil nur eine einzige 
Aminosdure, das Cystin (oder Methionin) in ungeniigender Menge 
in ihm enthalten ist. Gibt man diese Aminosdure in einer Menge 
von 2% dem Hefeneiwei&B zu, so wird es dem tierischen EiweiB 
(Milch, Fisch) gleichwertig. 


Die einzelnen Proteine der Hefe wurden von Thomas (304) 
und Fodor (305) isoliert und erstmals naher beschrieben. Durch Ex- 
traktion getrockneter oder plasmolysierter Hefe mit schwach alka- 
lischem Wasser. gehen Proteine der Hefe in Lésung. Durch An- 
sauern bis pH 4,5 fallt das Phosphorprotein ,,Zymocasein“ aus, wah- 
rend aus dem Filtrat das Albumin ,,Cerevesin“ durch Erhitzen 
koaguliert oder durch Ammonsulfat ausgesalzen werden kann. Die 
Verteilung des Stickstoffs in beiden Proteinen geht aus einer von 
Bayer (305a) durchgefiihrten Hydrolyse und Differenzierung des 
Stickstoff nach D.D. van Slyke hervor. 


Cerevesin Zymocasein 

Ammoniak-N 5,84 RS fe 
Melanin-N 1,20 2,28 
Cystin-N , 1,14 0,91 
Arginin-N 10,68 11,62 
Histidin-N Pow bs, 4,77 
Lysin-N 12,76 9,89 
Amino-N im Basenfiltr. 62,95 49,92 
Nicht-Amino-N im Basenfiltr. 2,33 8,87 

Sa 99,65 96,59 


Das Zymocasein ist ein typisches Phosphorprotein, dessen Zusam- 
mensetzung groBe Ahnlichkeit mit dem tierischen Casein zeigt, dem 
es naher steht als dem pflanzlichen Legumin. Wie beim Casein darf 
auch hier angenommen werden, dafi die Phosphorsaure in Esterform 
an die Hydroxylgruppe des Serins gebunden ist. 


S1 ) 241 
146 Liters, Proteine 


Eine Hydrolyse des Zymocaseins mit nachfolgender Trennung und 
Isolierung der einzelnen Aminosauren fiihrten Liiers und Novak (306) 


mit folgendem Ergebnis durch: 


Hydrolyse des Zymocaseins: _ % des Gesamt-N | 
Glycocoll-N T,34 
Alanin-N 1:72 
Valin-N — 
Leucin-N 3,18 
Isoleucin-N ii 
Phenylalanin-N 0,87 
Tyrosin-N : 2,37 
Serin-N be. 
Cystin-N 0,74 
Prolin-N 4,18 

~ Oxyprolin-N = 
Asparaginsaure-N ; oe 
Glutaminsaure-N 19.50 
Tryptophan-N 1,48 
Arginin-N 8,39 = 
Lysin-N 11,45 cae -< 
Histidin-N 3,53 
Ammoniak-N 9,26 
Melanin-N 2,25 
Purinbasen-N 0,60 


Summe 76,89 


In Alkalien ist das Zymocasein unter Caseinatbildung léslich, bei 
pH 4—4,5 zeigt es seine geringste Loéslichkeit und fallt beim An- 
sauern der alkalischen Losung je nach der Konzentration aus oder 
bildet kolloid-disperse, getriibte’ Lésungen. In starkeren Sduren 
erfahrt es nach Ltiers und’Schuster (307) eine Quellung, die schlieB- 
lich zu volliger Lésung fiihrt. Fiir Salzsaure liegt das Quellungs- 
maximum bei pH 2,0, fiir Schwefelsdure bei pH 1,9, fiir Phosphor- 
saure bei pH 1,64. Salze erniedrigen die Saurequellung des Zymo- 
caseins. Kolloidchemisch verhalt sich dieses Protein ganz analog 
dem von J. Loeb untersuchten Casein. 


Das Hefealbumin, Cerevesin, ist ein typisches Albumin, das physi- 
kalisch-chemisch und kolloidchemisch véllig den anderen’ Albu- 
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minen des Tier- und Pflanzenreiches gleicht. Liiers und Schuster 
(1.c. 307) fanden seinen isoelektrischen Punkt bei 2,6X10—5. ge- 
legen, was mit dem des Leucosins z. B. fast vollig tibereinstimmt. 


_ AuBer diesen beiden Proteinen kommen in der Hefe noch in reich- 
licher Menge Nucleoproteide vor, die aus Proteinen und Nuclein- 
sauren zusammengesetzt sind. Die Nucleinsduren ihrerseits bestehen, 
wie im allgemeinen Teil erwahnt, aus Nucleotiden, die sich jeweils 
aus Phosphorsaure, einem Kohlehydrat und einer Stickstoffbase 
(Purin- oder Pyrimidinderivat) aufbauen. Die Hefenucleinsdure ist 
ein Tetranucleotid von folgendem Bauplan: 


Adenin — Ribose — Phosphorsdure 
I 

Uracil — Ribose — Phosphorsaure 
| 


; Cytosin — Ribose — Phosphorsaure ; 
| 


Guanin — Ribose — Phosphorsaure. 


Die Nucleinsaure ist in Alkali léslich, wird aber im Gegensatz zum 
Zymocasein erst bei starkem Ansduern gefallt. 


Das aus Adenin und Ribose bestehende Nucleosid heiBt Adenosin. 
Tritt am 3. Kohlenstoffatom der Ribose Veresterung mit Phosphor- 
saure ein, so entsteht das Nucleotid Adenosin —- 3 — Phosphorsaure 
oder Adenylsdure genannt. Diese Verbindungen haben als prostheti- 
sche Gruppen von Enzymen, welche am Kohlenhydratstoffwechsel 
mafgeblich beteiligt sind, groBe physiologische Bedeutung. 


Auch die Volutinkérnchen der Hefezelle enthalten in erheblicher 
Menge Nucleinsauren. 


Der nicht als hochmolekularer Proteinstickstoff in der Hefe vorhan- 
dene sonstige Stickstoff macht nur ‘/15 bis '/27 des Gesamtstickstoffes 
aus. Er wird aufer aus dem hier nicht naher interessierenden Phos- 
phatiden und Cerebrin aus EiweiSbausteinen gebildet, von denen 
Leucin, Tyrosin, Guanin, Xanthin, Cholin, Histamin, Pentamethyl- 
endiamin nachgewiesen, sind. Ein sehr kleiner Teil des Stickstoffs 
tritt in Form von Haemin, Porphyrinen und Cytochrom auf, Verbin- 
dungen, welchen trotz ihrer quantitativen Geringfiigigkeit eine 
groBe physiologische Bedeutung zukommt, da sie als Wirkgruppen 
verschiedener energieliefernder Enzyme fungieren. 


16* 2: 243 


Ahnliches gilt auch fiir verschiedene stickstoffhaltige Wirkstoffe, bei 
welchen ebenfalls die physiologische Wirkung die quantitative Be- 
deutung ihres Vorkommens bei weitem tiberwiegt. Nur in kurzer 
summarischer Aufzahlung waren hier folgende Vertreter zu nennen: 
Vitamin Bi, Riboflavin (Vitamin Bz), Nicotinsdureamid (Anti- 
pellagrafaktor), Pyridoxin (Vitamin Bs), Z-faktor, die Wuchsstoffe 
Pantothensaure, Folinsdure, f-Alanin, Biotin, p-aminobenzoesdure 
(Vitamin H’) und schlieBlich die im einzelnen nicht auffiihrbaren 
Enzyme, die entweder als Apoferment ein Hefeprotein oder als 
Coferment eine Stickstoffgruppe oder beides zusammen besitzen. 
Die Hefezelle enthalt davon ein ganzes Arsenal und stellt mit ihrer 
in den Dimensionen der mikroskopischen Zelle wirkenden Organi- 
sation das modernste biochemische Institut in den Schatten. 
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